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A tuberculose continua a ser um problema de saúde mundial, reclamando milhões 
de vidas todos os anos. A emergência de estirpes Mycobacterium tuberculosis multi- e 
extensivamente resistentes aos fármacos e a ausência de opções terapêuticas tornam 
urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. O objectivo deste trabalho 
foi estudar a NADH-menaquinona desidrogenase do tipo II (NDH-2) de M. tuberculosis, 
uma enzima essencial na cadeia respiratória desta bactéria, considerada um alvo 
preferencial para o desenho de novos antibacilares. Pretende-se em particular 
compreender a relação entre a actividade de NDH-2 e a energia requerida pelos sistemas 
de efluxo, recentemente reconhecidos como elementos-chave na fase inicial do 
desenvolvimento de resistência aos compostos antimicrobianos. 
O gene ndh-2, que codifica para a enzima NDH-2 de M. tuberculosis, foi clonado 
em Mycobacterium smegmatis mc2155 e a estirpe transformada utilizada para sobre-
expressar a proteína. As duas estirpes, selvagem e transformada, foram caracterizadas por 
determinação da concentração mínima inibitória (CMI) de antibióticos (isoniazida, 
rifampicina, etambutol, claritromicina, eritromicina, ofloxacina, canamicina, amicacina, 
gentamicina, capreomicina, tetraciclina) na presença de compostos conhecidos como 
inibidores de efluxo (IEs), nomeadamente tioridazina, clorpromazina, verapamil, 
flupentixol, haloperidol, ortovanadato, arilpiperazinas e carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona. O IE haloperidol, seguido do flupentixol e verapamil, provocaram 
as maiores reduções de CMIs, principalmente para a claritromicina e eritromicina. 
Avaliou-se também a capacidade destes IEs para inibir o efluxo de brometo de etídio, 
tendo o verapamil apresentado o maior efeito inibitório. Por último, avaliou-se o efeito 
dos IE na actividade enzimática de NDH-2, por determinação da actividade de 
oxirredução de NADH-menaquinona de suspensões membranares das células com NDH-
2 sobre-expressa. Os resultados obtidos mostram que a actividade enzimática de NDH-2 
é mais afectada pela presença do flupentixol, haloperidol e verapamil, embora a diferentes 
molaridades. Os resultados obtidos indicam que NDH-2 é um alvo promissor para o 






 Tuberculosis remains a global health problem, claiming millions of human lives 
every year. The emergence of drug resistant TB, particularly the one caused by multi- and 
extensively drug-resistant Mycobacterium tuberculosis, and the lack of therapeutic 
options, demand for new therapeutic strategies and targets. The objective of this work 
was to study the type-II NADH-menaquinone oxidoreductase (NDH-2) of M. 
tuberculosis, a key enzyme in the respiratory chain, which has been suggested as target 
for new anti-tuberculosis drugs. We were particularly interested in understanding the 
functional correlation between the NDH-2 activity and the energy demand of efflux 
systems, which have been recently recognized as key elements in the early stages of 
development of the antimicrobial resistance.  
 The ndh-2 gene, coding for M. tuberculosis NDH-2 was cloned into 
Mycobacterium smegmatis strain mc2155 and the transformed strain used to overexpress 
the protein. Both wild-type and transformed strains were characterized by determination 
of minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics (isoniazid, rifampicin, 
ethambutol, clarithromycin, erythromycin, ofloxacin, kanamycin, amikacin, gentamicin, 
capreomycin and tetracycline) in the presence of compounds known as efflux inhibitors 
(EIs), namely thioridazine, chlorpromazine, verapamil, flupentixol, haloperidol, 
orthovanadate, arylpiperazine and carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone. The 
efflux inhibitor haloperidol, followed by flupentixol and verapamil, promoted the highest 
reductions in the MICs of the antibiotics, particularly clarithromycin and erythromycin. 
We also evaluate the EIs ability to inhibit efflux of EtBr, and verapamil demonstrated the 
highest inhibitory effect. The effect of EIs on the enzymatic activity of NDH-2 was also 
evaluated by measurement of the NADH-menaquinone oxidoreductase activity on 
membrane suspensions obtained from cells overexpressing NDH-2. The results obtained 
showed that the enzymatic activity of NDH-2 is more affected by flupentixol, haloperidol, 
and verapamil, although at very distinct molarities. Overall, the results indicate that NDH-
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1.1.1 Género Mycobacterium 
 
A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa crónica causada por 
Mycobacterium tuberculosis, um dos agentes infecciosos com maiores taxas de 
mortalidade associadas em todo o mundo [65].  
O género Mycobacterium, composto por mais de 150 espécies de micobactérias, 
é geralmente dividido em três grupos segundo a sua patogenicidade para o Homem [100]. 
O primeiro grupo corresponde aos patogéneos estritos, onde se incluem M. tuberculosis 
e Mycobacterium leprae. Ao segundo grupo pertencem as espécies normalmente 
saprófitas, denominadas de micobactérias oportunistas, onde se inclui por exemplo o 
complexo Mycobacterium avium. Por fim, no terceiro grupo incluem-se as espécies 
raramente patogénicas como é o caso de Mycobacterium smegmatis. 
A parede celular das micobactérias é extremamente rica em lípidos, em particular 
ácidos micólicos de cadeias longas e ramificadas, o que torna estes microrganismos 
resistentes à descoloração por soluções ácido-alcoólicas [100]. Por esta razão, estas 
bactérias são designadas por bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) [98]. Os ácidos 
micólicos estão também presentes mas em menor quantidade noutros géneros bacterianos 
como Rhodococcus, Nocardia, Corynebacterium, Tsukamurella e Gordona. 
M. tuberculosis é um bacilo aeróbio, imóvel e não formador de esporos. Apresenta 
um conteúdo de guanina e citosina elevado (67%) e um tempo de geração de 
aproximadamente 24 horas [27, 63]. Por outro lado, M. smegmatis apresenta um tempo 
de geração de 2 a 3 horas, sendo por isso considerada uma micobactéria de crescimento 









1.1.2 Características gerais 
 
Os bacilos causadores de tuberculose podem instalar-se e infectar todos os tecidos 
e órgãos, incluindo rins, coluna e cérebro (tuberculose extrapulmonar). A infecção 
pulmonar é, no entanto, a mais frequente forma de infecção provocada por estes bacilos, 
sendo designada por tuberculose pulmonar. 
A transmissão dos bacilos ocorre por via aérea, o que representa um grave 
problema a nível de controlo da infecção. A transmissão tem origem em doentes com 
tuberculose pulmonar cavitária, que eliminam bacilos através das secreções 
broncopulmonares sobretudo durante os esforços de tosse, dando origem a um aerossol 
de partículas que são, posteriormente, dispersas pelo ar circundante. A inalação das 
partículas libertadas por terceiros poderá levar à infecção. Quando isso acontece, as 
bactérias podem ser eliminadas pelo sistema imunitário, nomeadamente pelos 
macrófagos, podem ser retidas na árvore respiratória superior, ou atingir os alvéolos 
pulmonares, onde ocorrerá a sua multiplicação. 
 Os macrófagos são activados e chamados ao local da infecção, e não sendo 
capazes de eliminar os bacilos, acabam por os fagocitar. No interior das células os bacilos 
multiplicam-se no lisossoma formado em consequência da fagocitose. Quando lisam, os 
macrófagos libertam mais bacilos, criando assim um ciclo vicioso, que define o foco 
primário ou lesão. Nesta fase, há multiplicação activa no interior da lesão. Isto leva à 
acumulação de material necrótico (caseum), formando uma caverna/tubérculo 
calcificada, onde os bacilos se mantêm em dormência. Este estado de dormência, também 
designado por estado “infecção latente”, pode durar toda a vida do hospedeiro ou até 
ocorrer, por exemplo, uma diminuição da imunocompetência o que leva ao aparecimento 
de manifestações clínicas (estado de “doença”). Durante o estado de infecção latente, os 
bacilos apresentam baixa actividade metabólica, persistindo por longos períodos sem que 
ocorra divisão celular, sendo a principal fonte de energia o metabolismo lipídico [94, 
126]. Nesta fase, os indivíduos infectados não são capazes de transmitir as bactérias. 
Contudo, se houver uma reactivação, isto é, se a bactéria se tornar activa no organismo e 
se começar a multiplicar, ocorrerá uma transição do estado infecção latente para doença. 
A reactivação ocorre com maior frequência em indivíduos imunodeprimidos, como 




tumoral. Nestas condições, o sistema imunitário é incapaz de evitar o crescimento e 
multiplicação dos bacilos. Um indivíduo neste estado pode transmitir a bactéria a outras 
pessoas e assim disseminar a doença [25]. 
Durante a fase de infecção latente, a maioria dos bacilos encontra-se num estado 
de baixa actividade metabólica pelo que apresentam uma reduzida sensibilidade aos 
antibióticos usados como primeira linha de tratamento, uma vez que estes têm como alvo 
bacilos metabolicamente activos. Neste estado, as bactérias adaptam a sua actividade 
metabólica, a transcrição celular e a expressão proteica, e entram num estado de 
persistência não replicativa. Estudos recentes sobre cinética da morte dos bacilos 
demostraram que a eficácia dos antibióticos é afectada pelo estado metabólico das 
bactérias, sendo necessária uma concentração superior de fármaco para eliminar 
microrganismos em baixa actividade metabólica [101]. A persistência de bacilos com 
baixa actividade metabólica constitui o principal obstáculo para a eliminação da 
tuberculose [123]. Para além disso, a grande maioria dos fármacos é incapaz de atingir o 
seu alvo devido à localização do foco de infecção [11]. A probabilidade de um indivíduo 
infectado com M. tuberculosis desenvolver tuberculose activa é de 10%; já a 
probabilidade de se instalar um estado de latência é de 90% [112]. Estima-se que em todo 
o mundo 2 bilhões de pessoas estejam infectadas por M. tuberculosis o que representa 
uma potencial fonte de tuberculose activa [124]. 
 
1.1.3 Epidemiologia da doença 
 
A tuberculose é considerada a segunda principal causa de morte por doenças 
infecciosas, logo após a infecção por VIH [131]. A maioria dos casos activos ocorrem em 
países em desenvolvimento, onde os recursos para diagnóstico e tratamento são limitados. 
Por isso, apesar de todos os esforços realizados em programas de controlo de infecção, a 
tuberculose representa, ainda hoje, um problema de saúde mundial e um grande desafio 
às autoridades de saúde [3]. 
Em 2011 estima-se que tenham ocorrido cerca de 8,7 milhões de novos casos de 
tuberculose (13% co-infecções com VIH) e 1,4 milhões de mortes relacionadas com a 
doença [131]. Apesar de todos os esforços para a redução dos casos de tuberculose e da 




Figura 1 pode observar-se o mapa da Organização Mundial de Saúde (OMS), onde estão 















Figura 1 – Mapa-mundo com os rácios de incidência estimada de casos de tuberculose em 2011 por 
milhão de habitantes [131]. 
 
 
Em termos geográficos, o continente asiático e africano possuem os valores mais 
elevados de novos casos de tuberculose, sendo que o número de casos da China e Índia 
representa quase 40% do total de casos no mundo. O continente africano representa cerca 
de 24% desse valor e possui o maior rácio entre casos e mortes per capita. Relativamente 
a casos de tuberculose causada por estirpes multirresistentes (TB-MR) e extensivamente 
resistentes (TB-XR), estima-se que estes representem 3,7% do número total de novos 
casos e 20% do número de casos de retratamento [131]. 
A nível global, assiste-se a um aumento do número de casos de tuberculose, em 
particular nas suas formas resistentes aos antibióticos, o que reflecte a existência de 
deficiências nas estratégias utilizadas no tratamento e no controlo de tuberculose, bem 
como a limitada eficácia dos sistemas de saúde pública nos diversos países.  
Em Portugal verifica-se a maior taxa de novos casos da Europa ocidental, embora 
as estatísticas oficiais apontem para uma descida gradual e global ao longo dos últimos 
anos. Em 2010 ocorreram 22 casos por 100 mil habitantes, menos 11% dos casos 
registados em 2009 [32]. No entanto, apesar do decréscimo do número de casos, Portugal 
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ainda não se encontra na categoria de país com baixa incidência, e por isso, existe ainda 
um longo caminho a percorrer [32]. 
As medidas de controlo de saúde pública aliadas a um diagnóstico correcto e 
atempado são essenciais para prevenir a disseminação da tuberculose e a emergência de 
estirpes resistentes. Assim, perante os dados estatísticos, são necessárias mais medidas de 
controlo e prevenção, bem como um diagnóstico com o menor período de tempo de espera 
possível, de modo a diminuir o número de casos existentes, e detectar precocemente os 
casos de resistência aos antibióticos. 
 
1.1.4 Tratamento da doença  
 
A infecção pulmonar por M. tuberculosis é inicialmente intracelular, ao nível dos 
macrófagos alveolares [123]. O tratamento da tuberculose é moroso e exigente e inclui a 
utilização de diferentes fármacos que actuam ao nível de diferentes alvos da bactéria. No 
hospedeiro, os bacilos encontram-se em diferentes estados metabólicos e diferentes fases 
de crescimento, facto que pode contribuir para o tempo prolongado necessário à completa 
esterilização das lesões tuberculosas nos pulmões [61]. 
O regime terapêutico mais usado é dividido em duas fases: numa primeira fase 
são administrados três antibacilares em conjunto, isoniazida (INH), rifampicina (RIF), 
pirazinamida (PZA) durante dois meses, seguindo-se uma segunda fase de administração 
de INH e RIF durante quatro meses [130]. Em alguns esquemas terapêuticos é também 
administrado etambutol (EMB) ou estreptomicina (STR) na fase inicial de tratamento 
[119].  
A isoniazida é um agente bactericida com actividade contra M. tuberculosis. 
Trata-se de um pró-farmaco e como tal, necessita de ser convertido na sua forma activa 
no interior da célula bacteriana, cabendo esse papel à enzima KatG. Após a activação do 
fármaco, este irá reagir com NAD, formando um aducto que irá inibir a proteína InhA, 
envolvida na biossíntese de ácidos micólicos da parede celular e que constitui o alvo 
celular da isoniazida. A maioria das estirpes clínicas de M. tuberculosis resistentes à 
isoniazida apresentam mutações nos genes katG ou inhA (zona promotora ou estrutural 




A rifampicina tem acção bactericida contra um amplo espectro de 
microrganismos, entre os quais se incluem micobactérias. Este composto liga-se à 
subunidade β da RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB, afectando a transcrição 
[108]. Em mais de 97% das estirpes resistentes ao composto, estão presentes mutações 
na região RRDR (“RIF-resistant determining region”) do gene rpoB, que cobre 81 pares 
de bases [76]. 
O etambutol é um agente efectivo contra o género Mycobacterium, tendo como 
alvo as arabinosiltransferases, envolvidas na transferência de arabinogalactano para a 
parede celular. A inibição da acção desta enzima provoca uma acumulação de ácidos 
micólicos, originando a morte celular. Existem diferentes formas desta enzima que se 
encontram codificados no locus emb, encontrado em diversas espécies de micobactérias. 
No entanto, apesar desta variedade, metade dos casos de resistência parecem ocorrer 
devido a mutações ao nível do gene embB [105]. 
A pirazinamida também é um pró-farmaco, cuja activação está dependente da 
enzima pirazinamidase que converte este composto em ácido pirazinóico. A sua 
acumulação no citoplasma da célula diminui o pH intracelular, inactivando uma enzima 
envolvida na biossíntese de ácidos gordos. A maioria das estirpes resistentes à PZA possui 
mutações no gene pncA que codifica a enzima pirazinamidase [97]. 
A estreptomicina é um aminoglicosídeo e foi o primeiro fármaco usado no 
tratamento da tuberculose. Não tem actividade bactericida mas o seu uso reduz 
significativamente a carga bacilar, em consequência da inibição da síntese proteica pela 
ligação ao local A do rRNA 16S na subunidade 30S do ribossoma. A maior percentagem 
de estirpes resistentes apresenta mutações no gene rpsL, que codifica para a proteína 
ribossomal S12, e no gene rrs, que codifica para o rRNA 16S [19]. 
 
1.1.5 Tuberculose resistente aos fármacos 
 
A resistência aos antibacilares pode ser primária, quando ocorre infecção com uma 
estirpe de M. tuberculosis resistente, ou adquirida, se o seu aparecimento ocorrer no 
decurso do tratamento do doente. Uma das causas para a resistência adquirida é o não 





A resistência aos antibióticos deve-se a mecanismos usados pelas bactérias que 
lhes confere a habilidade de ultrapassar o mecanismo de acção dos fármacos. A estes 
possíveis mecanismos podem estar associadas mutações em genes que codificam 
proteínas alvo dos agentes (alteração do alvo do antibiótico), inactivação do antibiótico 
(ou a sua não activação no caso dos pró-fármacos), e reduzida permeabilidade da parede 
bacteriana, bem como a actividade de efluxo aumentada. As micobactérias são resistentes 
à acção da maioria dos antibióticos usados, principalmente devido à reduzida 
permeabilidade da sua parede celular, o que pode contribuir para a resistência intrínseca 
do microrganismo (resistência inata). As mutações cromossomais foram, durante muitos 
anos, a única explicação para a resistência aos antibióticos em M. tuberculosis [123].  
As estirpes de M. tuberculosis multirresistentes são resistentes pelo menos à 
isoniazida e à rifampicina, os dois principais antibióticos usados no tratamento da doença. 
As estirpes de M. tuberculosis extensivamente resistentes são resistentes à isoniazida e à 
rifampicina, bem como a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos um dos fármacos 
injectáveis de segunda linha (amicacina (AMK), canamicina (KAN) ou capreomicina 
(CAP)) [45]. Mais recentemente têm surgido casos de estirpes que são resistentes a todos 
os fármacos usados no tratamento da tuberculose [110, 113].  
Na Europa de leste e na Ásia central o rácio de casos de tuberculose 
multirresistente é dez vezes superior em relação ao resto do mundo. Na China, um em 
cada dez doentes com tuberculose estão infectados com estirpes resistentes [128]. Com o 
aumento do número de casos de TB-XR (5,4% dos casos TB-MR), surge a possibilidade 
de se voltar à Era pré-antibiótica, ou seja, sem opções terapêuticas [45]. Em Portugal, a 
emergência de casos de tuberculose multirresistente tem maior frequência na região de 












1.1.6 Desenvolvimento de novos fármacos 
 
Os primeiros fármacos contra a tuberculose foram descobertos entre 1942 e 1970, 
e a estreptomicina foi o primeiro fármaco usado no tratamento desta doença. Contudo, 
durante os 30 anos seguintes não houve desenvolvimento de novos fármacos [37]. 
Os novos compostos a serem desenvolvidos para o tratamento da tuberculose 
devem apresentar várias características, nomeadamente terem ter o potencial de reduzir o 
tempo de tratamento da doença, uma elevada gama de possíveis alvos celulares, para além 
de possuírem uma boa biodisponibilidade oral, baixa incidência de efeitos adversos, 
actividade contra microrganismos resistentes aos antibióticos, baixa interacção com os 
fármacos usados na terapêutica do VIH e baixo custo [28, 35, 89]. Como referido, o estado 
de dormência de M. tuberculosis é um obstáculo na eliminação dos bacilos, e por isso os 
novos compostos devem provocar uma redução do número de bacilos neste estado de 
baixa actividade metabólica [38].  
No desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da tuberculose o 
metabolismo respiratório encontra-se cada vez mais no âmbito dos estudos como alvo dos 
novos agentes antimicobacterianos, destacando-se o TMC207 (diarilquinolina) como 
agente inibidor da produção de ATP [89].  
 
 
1.2 Metabolismo respiratório de M. tuberculosis 
 
1.2.1 Cadeia respiratória de M. tuberculosis 
 
M. tuberculosis é um microrganismo aeróbio, utilizando preferencialmente 
oxigénio como aceitador final da cadeia transportadora de electrões. Na Figura 2 
encontra-se uma representação esquemática do modelo proposto para a cadeia 






Figura 2 – Representação esquemática da membrana de M. tuberculosis e o possível alvo de 
compostos com actividade antimicobacteriana (adaptado de Bald et al. [11]). A menaquinona (MK) 
pode ser reduzida pela enzima NDH-2 (amarelo) ou via sucinato desidrogenase (azul escuro) e oxidada 
pelo super-complexo citocromo bc1 (verde escuro)/citocromo aa3(rosa) ou pelo citocromo bd oxidase 
(verde claro). A FMP é usada pela ATP sintetase (azul claro) para produção de ATP. As moléculas com 
actividade antimicobacteriana e a indicação do possível alvo encontram-se a vermelho. 
 
De acordo com este modelo existem dois pontos de entrada de electrões. O 
primeiro localiza-se ao nível da enzima NADH:desidrogenase do tipo II (NDH-2), a qual 
catalisa a transferência dos electrões do NADH para a menaquinona (MK). O segundo 
envolve a enzima sucinato desidrogenase (SdhC), a qual é responsável pela oxidação do 
succinato a fumarato com a concomitante redução de menaquinona. A menaquinona pode 
ser reoxidada por duas vias alternativas, que envolvem a participação de um citocromo 
bc1/citocromo aa3 ou de um citocromo oxidase bd [22, 127]. Na primeira via, 
predominante na presença de grandes quantidades de oxigénio, a menaquinona é oxidada 
pelo complexo citocromo bc1, que transfere electrões para o citocromo aa3. Estes dois 
complexos enzimáticos formam um super-complexo em micobactérias e estão envolvidos 
na translocação de protões do citoplasma para o periplasma. Alternativamente, em 
situação de carência de oxigénio, a menaquinona pode ser directamente oxidada pelo 
citocromo bd, numa reacção que não envolve troca de protões, e por isso energeticamente 
menos eficiente que a primeira via.  
Em micobactérias existem geralmente dois tipos de NADH desidrogenases 
capazes de oxidar o NADH e fornecer electrões à cadeia de transferência electrónica: a 
NADH:desidrogenase do tipo I (NDH-1), que também está envolvida na translocação de 
protões acima referida; e a NADH:desidrogenase do tipo II (NDH-2), que não participa 




pelo gene nuo) não é essencial [78, 86]. Por outro lado, M. tuberculosis possui duas cópias 
de NDH-2, codificadas pelos genes ndh e ndhA, das quais a NDH-2 codificada pelo gene 
ndh é essencial para a viabilidade celular [36, 107, 114, 127]. Assim, assume-se que a 
enzima NDH-2, codificada pelo gene ndh, é responsável pela oxidação de NADH em M. 
tuberculosis [11]. 
 
1.2.2 O papel da enzima NDH-2 de M. tuberculosis 
 
A enzima NDH-2 é uma enzima essencial ao funcionamento da cadeia respiratória 
de M. tuberculosis, constituindo um ponto de entrada de electrões na mesma, como 
referido anteriormente [107]. Esta enzima é codificada pelo gene ndh (Rv1854c), de 
1.392 pb, localizado adjacentemente aos genes ureABCDFG que codificam o 
supercomplexo urease [107]. A NDH-2 tem uma massa molecular de aproximadamente 
50 kDa, é composta por uma cadeia polipeptídica simples, formando uma subunidade 
única sem centros de ferro-enxofre e não participa na translocação transmembranar de 
iões. Contém uma flavina como cofactor (FAD) associada não covalentemente à cadeia 
polipeptídica [23, 44, 64, 87]. Esta proteína encontra-se associada à membrana 
citoplasmática por um domínio transmembranar em hélice α  [23, 36]. A associação da 
proteína NDH-2 às membranas continua a ser controversa, devido à ausência de domínios 
transmembranares presentes na maioria das NADH:desidrogenase do tipo II, o que 
corrobora a observação de que estas enzimas não participam directamente na formação 
de potencial de membrana [23, 44, 59, 64, 87]. Contudo, sabe-se que estas proteínas se 
encontram fortemente ligadas às membranas, pois a sua actividade parece aumentar 
significativamente na presença de lípidos, o que indica a necessidade de um ambiente 
hidrofóbico para o desempenho da sua actividade [13]. A sequência de aminoácidos 
destas proteínas contém geralmente um motivo GXGXXG na região N-terminal, 
importante para a ligação a moléculas dinucleotídicas como a flavina e NADH [13, 59, 
107].  
Como já referido, a enzima NDH-2 é codificada pelo gene ndh, e não tolera 
alterações na sua sequência, sendo esta uma proteína essencial em micobactérias [36]. M. 
tuberculosis contém duas cópias deste gene, ndh e ndhA, que partilham 67% de identidade 




mutagénese mostraram que a enzima NDH-2A não é essencial à bactéria [132]. Deste 
modo, é actualmente proposto que a proteína NDH-2 é a única NADH-desidrogenase 
funcional na cadeia respiratória de M. tuberculosis.  
Assim, a enzima NDH-2 é um componente essencial da cadeia respiratória do M. 
tuberculosis, e por isso é considerada como um alvo promissor para o desenvolvimento 
de novos fármacos [127]. No estado de persistência não replicativa a taxa de transcrição 
do gene ndh encontra-se aumentada, reforçando a importância da enzima NDH-2 nos 
bacilos neste estado metabólico [107].  
 
1.2.3 Alvos de fármacos na cadeia respiratória 
 
A importância do metabolismo energético para M. tuberculosis ficou demonstrado 
pela primeira vez com a pirazinamida, uma vez que este fármaco tem a capacidade de 
desregular o pH intracelular que é um importante componente da força motriz protónica 
(FMP), levando à morte dos bacilos em estado de dormência [38]. Além disso, verificou-
se que a concentração intracelular de ATP é significativamente mais baixa (5 a 6 vezes 
menor) em células de M. tuberculosis em estado não replicativo, comparativamente a 
células em replicação e ambiente aeróbio, o que torna a bactéria sensível a qualquer 
delecção que ocorra neste componente celular [78]. Existe uma necessidade por parte de 
M. tuberculosis em manter a sua membrana energizada mesmo em ambientes com baixa 
concentração de oxigénio, o que reflecte a sua incapacidade para sobreviver apenas por 
fermentação. Assim, a cadeia respiratória é considerada um alvo para o desenvolvimento 
de novos fármacos no combate aos bacilos em estado de dormência. Os pontos de 
vulnerabilidade celular passam por enzimas que iniciam a transferência de electrões na 
cadeia respiratória, que estão envolvidas na biossíntese de menaquinona, e que mantém 
o balanço redox de NAD+/NADH [38]. 
Os estudos recentes neste âmbito apontam a enzima NDH-2 como um alvo 
promissor para o desenvolvimento de compostos, uma vez que está relacionada com o 
nível energético celular importante no estado de dormência dos bacilos, sendo este um 
componente essencial à célula. Assim, idealmente, os fármacos usados no tratamento da 
tuberculose devem ser activos contra estirpes susceptíveis/resistentes, bem como contra 




1.3 Micobactérias e os sistemas de efluxo 
 
1.3.1 O papel das bombas de efluxo 
 
As bombas de efluxo são proteínas da membrana citoplasmática que reconhecem 
e expelem da célula diversos compostos, incluindo alguns antibióticos. Podem contribuir 
para a resistência a diversos compostos, estando já associadas à resistência a 
antimicrobianos em diferentes bactérias, incluindo micobactérias [6, 66, 67]. Neste 
contexto, a compreensão destes sistemas é necessária para prevenir o desenvolvimento e 
aparecimento de eventuais resistências, já que estes sistemas influenciam a concentração 
do fármaco no interior da bactéria, uma vez que é gerado um balanço entre o efluxo e 
influxo desses compostos. As bombas de efluxo estão presentes em todos os organismos. 
Nas bactérias os determinantes destas bombas podem encontrar-se no cromossoma e/ou 
em elementos genéticos móveis, como plasmídeos. A resistência conferida por estes 
sistemas está relacionada com um possível aumento da expressão das bombas de efluxo, 
por mutações em genes reguladores ou substituição de aminoácidos que as tornam mais 
activas [73]. A multirresistência (MDR, de “multidrug resistance”) surge quando um tipo 
de bomba de efluxo é capaz de transportar compostos estruturalmente diferentes [73].  
Os sistemas de efluxo associados à resistência são classificados em cinco 
diferentes famílias: “Resistance Nodulation Division family” (RND), “Major Facilitador 
Superfamily” (MFS), “Small Multidrug Resistance” (SMR), “Multidrug and Toxic 
Compound Extrusion” (MATE) e “ATP-Binding Cassette” (ABC) [3, 73]. Esta 
classificação é baseada no número de componentes dos sistemas, no número de regiões 
transmembranares, na fonte de energia usada e nos tipos de substratos que expelem. As 
classes MFS, SMR e RND utilizam como fonte energia o gradiente de protões, a MATE 
utiliza o gradiente de iões sódio, e a ABC utiliza ATP [73]. É possível que uma única 
bactéria possa expressar mais que uma destas famílias de bombas de efluxo.  
Têm sido descritas bombas de efluxo de diferentes classes em M. tuberculosis e 
M. smegmatis, as quais parecem estar envolvidas no transporte de diferentes antibióticos, 
como isoniazida, etambutol, aminoglicosídeos, tetraciclinas, rifampicina, 
fluoroquinolonas [50, 73]. O genoma de M. tuberculosis codifica várias bombas de 




smegmatis codifica para uma proteína que corresponde a uma bomba de efluxo 
pertencente à família MFS, sendo a principal bomba de efluxo desta espécie [85]. Foi a 
primeira bomba de efluxo descrita no género Mycobacterium, e é capaz de usar como 
substrato as fluoroquinolonas, acridina e o brometo de etídio [82, 123].  
Pensa-se que os mecanismos de efluxo favorecem a aquisição e a estabilização de 
outros mecanismos de resistência, como por exemplo, mutações. Segundo esta hipótese, 
as bombas de efluxo garantem a exposição da bactéria a menores concentrações de 
antibiótico, permitindo que nesse período ocorram mutações que confiram à célula uma 
resistência de alto nível e estável [55, 75]. No caso da tuberculose, o tratamento 
prolongado e os diferentes estados de actividade metabólica em que as células se podem 
encontrar, aliados a eventuais faltas de adesão à terapêutica, potenciam a exposição a 
concentrações sub-inibitórias de fármacos, o que resulta na selecção de populações com 
mutações espontâneas. A ocorrência de efluxo como uma primeira resposta da célula que 
lhe permite sobreviver até à ocorrência de mutações potenciam o aparecimento da 
resistência e consequente falha terapêutica. A relação dos sistemas de efluxo 
micobacterianos e a resistência aos fármacos já é conhecida há algum tempo, mas hoje 
sabe-se que têm um papel importante no desenvolvimento de resistências [97]. Em M. 
tuberculosis foi já descrito o papel dos sistemas de efluxo como uma primeira resposta à 
exposição a isoniazida [12, 55].  
Assim, torna-se necessário compreender o mecanismo molecular e funcional por 
detrás da resistência mediada por efluxo em M. tuberculosis, e usar esse conhecimento 
para inibir a actividade desses sistemas [53, 123]. Uma vez que os sistemas de efluxo 
bacterianos estão dependentes da energia celular [50], seja sob a forma de gradiente 
protónico/iónico, seja sob a forma de ATP, uma melhor compreensão da relação entre o 
fornecimento de energia pela cadeia transportadora de electrões e a actividade dos 
sistemas de efluxo poderá fornecer importantes dados para a exploração deste alvo celular 









1.3.2 Inibidores dos sistemas de efluxo 
 
Estudos realizados demonstram que a inibição dos sistemas de efluxo associados 
a resistência aos antibióticos pode tornar os microrganismos, como por exemplo, M. 
tuberculosis, mais susceptíveis aos antibióticos usados na terapêutica [65]. A análise do 
genoma de M. tuberculosis mostrou a existência de vários genes que codificam para 
bombas de efluxo [27]. No estudo desenvolvido por Machado et al. [55], verificou-se que 
estirpes de M. tuberculosis resistentes à isoniazida, quando expostas a este antibiótico, 
aumentam a expressão de genes que codificam para bombas de efluxo. Deste modo, os 
sistemas de efluxo são considerados como possíveis alvos de novos compostos [50, 57]. 
Uma nova abordagem terapêutica para o tratamento da tuberculose consiste na 
combinação de compostos inibidores dos sistemas de efluxo com a terapia 
antimicobacteriana usada actualmente [93, 123]. 
Estão descritos na literatura diversos compostos com actividade inibitória de 
sistemas de efluxo, dos quais se destacam as fenotiazinas [58]. Estes compostos são 
conhecidos pelas suas propriedades antipsicóticas, e por isso, usados no tratamento de 
doenças psíquicas [3, 4, 69]. São compostos aromáticos derivados do azul de metileno e 
podem ser divididos em três grupos: compostos aminoalquílicos (clorpromazina (CPZ)); 
piperidinas (tioridazina (TZ)); e piperazinas [123]. As fenotiazinas são constituídas por 
duas unidades principais: uma grande estrutura de anéis heterocíclicos e uma cadeia 
lateral ligada ao atómo de azoto [107]. O primeiro composto desta classe a ser sintetizado 
foi a clorpromazina, em 1952 [51]. A sua acção contra micobactérias foi descrita com o 
aparecimento de estirpes resistentes aos fármacos, devido à necessidade de terapias 
alternativas para o combate destas estirpes [3]. A actividade das fenotiazinas como 
inibidores de efluxo foi já demonstrada para diferentes micobactérias, nomeadamente em 
M. smegmatis e no complexo M. avium [81], e em M. tuberculosis [55]. Estes compostos 
apresentam uma boa biodisponibilidade e ausência de resistência cruzada com 
antibióticos, o que encoraja a sua utilização na investigação de novos fármacos e 
estratégias de tratamento contra a tuberculose [99].  
Entre as duas fenotiazinas acima descritas, a tioridazina é aquela que apresenta 
um maior efeito inibitório em M. tuberculosis sensível e multi- e extensivamente 




verificou-se que a tioridazina reduz o número de microrganismos presentes nos pulmões, 
bem como a percentagem de pulmão afectada [99]. Esta actividade da tioridazina foi 
demonstrada num estudo recente realizado por Abbate et al. [1], em que este composto 
foi co-administrado com antibióticos no tratamento de doentes com tuberculose 
extensivamente resistente.  
A estrutura das fenotiazinas pode ser alterada de modo a torná-las mais eficientes 
[123], sendo possível obter compostos com actividade antipsicótica e antimicobacteriana 
semelhante. As fenotiazinas possuem uma estrutura de três anéis, em que os átomos de 
enxofre e azoto estão ligados a dois anéis de benzeno [123]. Substituindo o átomo de 
azoto por um átomo de carbono no anel central obtêm-se compostos do grupo dos 
tioxantenos, do qual o flupentixol faz parte. Este composto está descrito como o mais 
potente da classe [46] e é normalmente usado como fármaco antipsicótico no tratamento 
da esquizofrenia e depressão [42]. Além disso, o flupentixol apresenta actividade contra 
M. avium e M. intracellulare [46]. Outro grupo com efeito farmacológico similar ao das 
fenotiazinas são as butirofenonas, onde se inclui o haloperidol, que é também um 
antipsicótico usado no tratamento da esquizofrenia [14, 106]. Este composto apresenta 
actividade contra M. smegmatis e M. tuberculosis [77]. 
Na Figura 3 pode-se observar a estrutura química dos compostos da classe das 
fenotiazinas, tioridazina e clorpromazina, bem como de compostos com actividade 






















Figura 3 – Estrutura química de compostos da classe das fenotiazinas e de outros compostos [92]. 
 
 
O mecanismo pelo qual as fenotiazinas inibem a actividade de efluxo em 
micobactérias ainda não é claro, pensando-se que poderá ocorrer por interferência com 
alvos celulares envolvidos na obtenção de energia para o funcionamento dos sistemas de 
efluxo (enzima NDH-2, ATP sintetase, formação da FMP) [11, 45]. De entre estes 
possíveis alvos, diversos estudos descritos na literatura demonstram a acção inibitória 
destes compostos ao nível da cadeia respiratória de M. tuberculosis, nomeadamente na 
enzima NDH-2 [78, 125, 132]. As fenotiazinas são capazes de bloquear a transferência 
de electrões para a menaquinona, o que resulta num aumento dos níveis de oxigénio 
intracelular impedindo os bacilos de entrarem em hipoxia. Assim, estes compostos podem 
acelerar o período de tratamento da tuberculose interferindo com os bacilos em dormência 
e tornando os antibióticos mais efectivos [89, 127]. 
Além dos mecanismos de acção acima descritos, considera-se que as fenotiazinas 
podem inibir os canais de cálcio, provocando uma diminuição dos níveis intracelulares 
de cálcio, essencial à sobrevivência dos bacilos no interior dos macrófagos humanos [56]. 
Outro mecanismo de acção descrito para estes compostos corresponde a alterações ao 
nível do DNA celular, nomeadamente na reparação e/ou sinalização de crescimento, e 




apresentam ainda actividade ao nível da membrana celular, nomeadamente na estrutura 
membranar, provocando alterações na sua homogeneidade e fluidez [43, 89].  
Perante os possíveis diferentes mecanismos de acção, estes compostos são 
considerados uma classe de fármacos com baixa especificidade a nível celular, o que 
diminui a probabilidade de desenvolvimento de estirpes resistentes durante o tratamento 
[81]. Na Figura 4 é apresentado um esquema descrevendo os diferentes modos de acção 




















 Para além das fenotiazinas, encontram-se descritos na literatura outros compostos 
com actividade como inibidores de efluxo em micobactérias, cujo mecanismo de acção 
poderá igualmente passar por alterações na cadeia de transporte de electrões e 
consequente interferência com o funcionamento dos sistemas de efluxo.  
O verapamil (VP) é também um inibidor de canais de cálcio, tal como as 
fenotiazinas. Na clínica este composto é usado para o tratamento de hipertensão e arritmia 
cardíaca [8]. A capacidade deste composto para inibir o efluxo foi já descrita em M. 




Para além deste composto, existem ainda outros conhecidos por apresentarem 
actividade como inibidores do efluxo, como por exemplo, o ortovanadato de sódio (ORT), 
1-(1-naftilmetil)piperazina (NMP) e o carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP). O 
ortovanadato de sódio é um inibidor de ATPases, e por isso, é capaz de inibir bombas 
de efluxo ou qualquer outro sistema que use a hidrólise de ATP como fonte de energia 
[73, 133]. A NMP faz parte do grupo das arilpiperazinas. Este composto actua por 
permeabilização da membrana externa das células; a sua actividade como inibidor de 
efluxo celular está descrita em Escherichia coli, mas não em micobactérias [20, 88]. Em 
relação ao CCCP, este composto é um dissipador do gradiente protónico estabelecido 
durante o normal funcionamento da cadeia de transporte de electrões, e por isso, capaz de 
afectar a actividade de efluxo celular [21]. 
Na Figura 5 apresentam-se as estruturas químicas dos compostos acima descritos 
com actividade de inibição do efluxo celular.  
 
 



















1.4 Objectivos da Dissertação 
 
A tuberculose continua a ser uma doença associada a elevadas taxas de 
mortalidade em todo o mundo. Nos últimos anos tem-se registado um aumento de casos 
de tuberculose multi- e extensivamente resistente aos fármacos usados no tratamento. 
Deste modo, o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento é necessário, com 
uma aposta em novos fármacos com diferentes alvos terapêuticos. Pretende-se diminuir 
o tempo de tratamento da doença e também prevenir e combater o aparecimento de 
estirpes multi- e extensivamente resistentes. Esta Dissertação tem como principal 
objectivo avaliar a enzima NDH-2 como potencial alvo no desenvolvimento de novos 
compostos anti-tuberculose. Esta enzima desempenha um papel fundamental no 
funcionamento da cadeia de transporte de electrões em M. tuberculosis e, 
consequentemente, na produção de energia necessária ao funcionamento de alguns 
sistemas de efluxo. O efluxo tem sido considerado um elemento importante no 
desenvolvimento de estirpes resistentes, e deste modo, pretende-se compreender a relação 
entre a actividade da enzima NDH-2 e a energia necessária ao funcionamento dos 
sistemas de efluxo, recentemente reconhecidos como essenciais nos primeiros passos de 










2.1.1 Estirpes bacterianas 
 
A estirpe de M. tuberculosis H37Rv corresponde à estirpe de referência de M. 
tuberculosis e foi usada para a amplificação do gene ndh-2 [132].  
A estirpe de M. smegmatis mc2155 foi utilizada ao longo deste trabalho para a 
realização dos ensaios de electroporação e expressão da proteína NDH-2. Esta estirpe 
corresponde a um derivado da estirpe selvagem de M. smegmatis ATCC607, e apresenta 
modificações na composição e estrutura da sua membrana celular, o que lhe confere 
elevada eficiência nos processos de transformação [34, 96]. A electroporação da estirpe 
M. smegmatis mc2155 deu origem à estirpe M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2, que foi 
usada para os ensaios de determinação de concentrações mínimas inibitórias (CMIs) e 
avaliação da actividade de efluxo, com e sem inibidores de efluxo, em comparação com 
a estirpe original, e ainda na sobre-expressão da proteína NDH-2 para o estudo do efeito 
de compostos inibidores de efluxo na actividade enzimática desta proteína.  
Durante o trabalho foram também utilizadas estirpes de Escherichia coli, 
nomeadamente JOV MM140:pMind, que foi usada para extracção do plasmídeo utilizado 
nos ensaios de clonagem e expressão proteica, e a estirpe DH5α utilizada nos ensaios de 
transformação como células competentes. 
 
2.1.2 Outro material biológico 
 
O plasmídeo pMind, isolado originalmente de Corynebacterium glutamicum, 
corresponde a um vector de transporte de genes entre células de E. coli e micobactérias, 
que possui uma região indutível à tetraciclina (TET) [17, 129]. Este sistema foi usado 
para a expressão da proteína NDH-2. O vector permitiu a realização dos ensaios de 
clonagem, transformação e expressão proteica. A canamicina (KAN) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, EUA) foi usada como marcador de selecção para este plasmídeo nas culturas de 

















Figura 6 – Mapa do plasmídeo pMind [17]. 
 
Na Tabela 1 encontram-se as sequências dos “primers” utilizados ao longo deste 
trabalho.  
 
 Tabela 1 – Sequências dos “primers” utilizados. 
(1) Invitrogen, “Life Technologies”, Paisley, Reino Unido. fw: “forward”; rv: “reverse”; S: “sense”; AS: 
“antisense”. A zona sombreada na sequência do “primer” ndh_rv corresponde à região codificante da cauda 
de histidinas que é útil para a purificação da proteína NDH-2. 
 
 
“Primers” Sequência nucleotídica (5’-3’) Amplicão  Referência 
ndh_ fw AGCTATGGATCCATGAGTCCCCAGCAAGAACCCACA 1.391 pb [132] 
ndh_rv AGCTATACTAGTCTAATGATGATGATGATGATGGCT
GGCCACCTTAGCGCTTGC 
ndh3S GACAGATCGCCGAGCTGGC 372 pb [48] 
ndh3AS TGGACAGGTCGGGCAGCAC 
lig1_fw1 GTGCGGAAGTGCCAGTAGA 406 pb Este 
trabalho 
lig1_rv1 AGTACGGGGTTGGTGCTCT 






Os marcadores 1 kb DNA “Ladder Gene Ruler” e DNA  λHindIII (Fermentas, 
Ontário, Canadá) serviram como referência para a análise de DNA plasmídico, produtos 
de amplificação por PCR e produtos de restrição, por electroforese em gel de agarose a 
0,7% (p/v). O marcador NZY “Colour Protein Marker” II (Nzyteck, Portugal) serviu 
como referência para a análise de proteínas nos géis SDS-PAGE (“sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis”). 
 
2.1.3 Meios de cultura, soluções e enzimas 
 
Todos os meios de cultura e soluções utilizados neste trabalho foram preparados 
com água destilada, e esterilizados por autoclavagem a 121ºC durante 15 minutos a 1 bar, 
excepto as soluções com glicerol e de glucose (esterilizadas a 110ºC).  
Nas Tabelas 2 e 3 encontram-se descritas as composições e condições de 
preparação dos meios de cultura e soluções utilizadas, respectivamente.  
 
Tabela 2 – Composição dos meios de cultura. 
 
Meio de cultura Composição (por litro) 
Luria-Bertani Agar (LA) 10 g de peptona de caseína1; 5 g de extrato de levedura 
granulado1; 10 g de cloreto de sódio2; 20 g de agar 
microbiológico3; pH 7,3 ± 0,2 a 25ºC 
Luria-Bertani Broth (LB) 10 g de peptona de caseína1; 5 g de extrato de levedura 
granulado1; 10 g de cloreto de sódio2; pH 7,3 ± 0,2 a 25ºC 
Yeast Extract Tryptone 
Agar (2xYT) 
16 g de triptona5; 10 g de extrato de levedura granulado1; 5 g 
de cloreto de sódio2; 15 g de agar microbiológico3; pH 7,0 ± 
0,2 a 25ºC 
Yeast Extract Tryptone 
Broth (2xYT) 
16 g de triptona5; 10 g de extrato de levedura granulado1; 5 g 
de cloreto de sódio2; pH 7,0 ± 0,2 a 25ºC 
 
 Middlebrook 7H94 
0,5 g sulfato de amónio; 0,5 g de ácido L-glutâmico; 0,1 g de 
citrato de sódio; 0,0001 g de piridoxina;0,0005 g de biotina; 
2,5 g de fosfato dissódico; 1,0 g de fosfato monopotássico; 
0,04 g de citrato de amónio férrico; 0,05 g de sulfato de 
magnésio; 0,0005 g de cloreto de cálcio; 0,001 g de sulfato 




Tabela 2 (cont.) 
(1) Merck, Darmstadt, Alemanha; (2) Panreac, Barcelona, Espanha; (3) Oxoid Ltd, Basingstoke, 
Hampshire, Inglaterra; (4) Difco, Madrid, Espanha; (5) Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA. 
 
Tabela 3 – Composição e condições de armazenamento das soluções. 
Solução Composição e condições de armazenamento 
Acetato de Sódio1 3 M 246 mg em 1 mL H2O, pH 5,2  
Brometo de etídio2 (EtBr) 10 mg em 1 mL H2O, a 4 ºC, ao abrigo da luz 
Cloreto de Cálcio2 1 M   111 mg em 1 mL H2O, pH 7,0 
EDTA2 0,5 M 186,1 mg em 1 mL H2O, pH 8,0 
GTE 50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCl2; 10 mM EDTA2, pH 8,0 
Glucose2 20% 200 mg em 1 mL H2O, a –20ºC 
KCN2 1 M 32,56 mg em 1 mL tampão HEPES/fosfato 
Menaquinona2 10 mM 4,4 mg em 1 mL etanol3 
NADH2 25 mM 17,6 mg em 1 mL tampão HEPES/fosfato 
PMSF 100 mM 17,42 mg em 1 mL isopropanol2, a –20ºC 
Soro Fisiológico 0,85% 8,5 mg NaCl3 em 1 mL H2O 
TAE 1X 40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA2, pH 8,0 
Tampão de Aplicação de 
géis de agarose4 
10 mM Tris-HCl pH 7,6; 0,015%(p/v) azul de bromofenol; 
0,015%(p/v) xileno cianol; 30% (v/v) glicerol; 30 mM 
EDTA, a 4ºC 
Tampão de Aplicação de 
géis SDS-PAGE 
66 mM Tris-HCl pH 6,8; 2% (p/v) SDS2; 26% (v/v) glicerol2; 
717 mM β-mercaptoetanol1; 0,01% (p/v) azul de 
bromofenol2, a 4ºC 
Tampão Fosfato de Sódio 
100 mM 
120 mg NaH2PO42 em 100 mL H2O, pH 6,8, a 4 ºC 
Tampão HEPES2/fosfato 50mM HEPES2, 100mM de fosfato de sódio, 1mM de 
PMSF2, pH 6,8, a 4 ºC 
 
 
Meio de cultura Composição (por litro) 
 
Middlebrook 7H114 
1,0 g de caseína pancreática digerida; 0,5 g de ácido L-
glutâmico; 0,4 g de citrato de sódio; 0,001 g de piridoxina; 
0,0005 g de biotina; 0,04 g de citrato de amónio férrico; 0,5 g 
de sulfato de amónio; 1,5 g de fosfato de sódio; 1,5 g de 
fosfato monopotássico; 0,05 g de sulfato de magnésio; 15 g 




Tabela 3 (cont.) 
 
Solução Composição e condições de armazenamento 
Tampão TE 10 mM Tris-HCl2; 1 mM EDTA2 pH 8,0, a 4 ºC 
Tris-HCl2 1 M 121mg em 1 mL H2O, pH 8,0 
(1) Merck, Darmstadt, Alemanha; (2) Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA; (3) Panreac, Barcelona, Espanha. 
(4) Fermentas, Ontário, Canadá. 
 
Na Tabela 4 encontram-se descritas as enzimas usadas ao longo deste trabalho, e 
nas Tabelas 5 e 6 o modo de preparação e armazenamento de antibióticos e inibidores de 
efluxo, respectivamente. 
 
Tabela 4 – Enzimas utilizadas neste trabalho. 
(1) Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA; (2) Thermo Scientific, EUA. As enzimas foram armazenadas a -20ºC.  
 
Tabela 5 – Antibióticos utilizados e modo de preparação. 
Antibiótico1 Modo de preparação 
Amicacina (AMK) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril  
Canamicina (KAN) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril  
Capreomicina (CAP) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril  
Claritromicina (CLA) 10 mg em 1 mL DMSO2  
Eritromicina (ERY) 10 mg em 1 mL DMSO2  
Etambutol (EMB) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril  
Gentamicina (GET) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril 
Isoniazida (INH) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril  
Ofloxacina (OFX) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril com 1% (v/v) NaOH 
10M  
Rifampicina (RIF) 10 mg em 1 mL DMSO2  
Tetraciclina (TET) 5 mg em 1 mL metanol2 





Enzimas Concentração  
DNA ligase T42 5 U/µL 




Tabela 6 – Inibidores de efluxo utilizados e modo de preparação. 






2.2.1 Crescimento e manutenção das estirpes bacterianas 
 
A estirpe de E. coli JovMM140:pMind foi inoculada em meio LA e crescida 
durante a noite a 37ºC. Após o crescimento foi feita a repicagem para meio LB, e crescida 
durante a noite a 37ºC numa estufa com agitação a 180 rpm (MaxQ4000, Thermo 
Scientific). Os meios de cultura foram suplementados com 50 µg/mL de canamicina. A 
primeira passagem por meio sólido permite verificar uma possível contaminação.  
No processo de transformação realizado em E. coli foram utilizadas células 
competentes da estirpe E. coli DH5α. Os transformantes foram seleccionados em placas 
de meio 2xYT suplementado com 50 µg/mL de canamicina, após incubação durante a 
noite a 37ºC. 
A estirpe M. smegmatis mc2155 foi crescida em meio líquido 7H9 suplementado 
com 0,2% de glicerol (Sigma-Aldrich), 10% de OADC (Becton and Dickinson, EUA) e 
0,05% de Tween 80 (Sigma-Aldrich). Quando necessário, foram adicionadas esferas de 
Inibidor de efluxo1 Modo de preparação 
1-(1-Naftilmetil)piperazina 
(NMP) 




5 mg em 10 mL (5 mL H2O bidestilada estéril e 5 mL 
metanol2) (MM= 204,62 g/mol) 
Clorpromazina (CPZ) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril (MM= 355,33 g/mol) 
Flupentixol (FPX) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril (MM= 507,44 g/mol) 
Haloperiol (HAL) 10 mg em 1 mL DMSO2 (MM= 375,85 g/mol) 
Ortovanadato de Sódio 
(ORT) 
10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril (MM= 183,91 g/mol) 
Tioridazina (TZ) 10 mg em 1 mL H2O bidestilada estéril (MM= 407,04 g/mol) 




vidro ao meio de cultura, de modo a evitar a formação de agregados durante o 
crescimento. A incubação foi realizada a 37ºC com agitação a 180 rpm, durante 48 a 72 
horas, até atingir o valor de DO600 de 0,8. A estirpe M. smegmatis mc
2155 pMind:ndh-2 
que resultou do processo de transformação, e designada ao longo desta Dissertação por 
M. smegmatis pMind:ndh-2, foi inoculada nas mesmas condições, em meio de cultura 
suplementado com 50 µg/mL de canamicina. Foram realizadas culturas desta estirpe em 
meio sólido 7H11 suplementado com 0,5% de glicerol e 10% de OADC e incubadas em 
estufa a 37ºC durante 72 horas. As colónias transformantes de M. smegmatis foram 
mantidas a 4ºC em “slants” de meio 7H11 [54]. Para realizar as passagens para meio 
líquido das estirpes de M. smegmatis foi diluída 1:100 uma suspensão de inóculo a 0,5 
McFarland, e foram utilizados 100 µL para inocular 10 mL em meio 7H9. Esta proporção 
foi mantida ao longo do trabalho experimental. Paralelamente a cada incubação foi 
realizado um controlo de antibiótico com a estirpe M. smegmatis mc2155. Esta foi 
inoculada em meio 7H9 com 50 µg/mL de canamicina de modo a verificar a eficácia do 
antibiótico.  
Todas as estirpes foram mantidas em “stock” a -80ºC com 10% (v/v) de glicerol. 
 
2.2.2 Controlo de contaminação 
 
A coloração de Ziehl-Neelsen [16] foi realizada como um controlo de 
contaminação para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2. Esta 
coloração permitiu verificar a ausência de microrganismos não BAAR, como outras 
bactérias e fungos. Para a realização desta coloração foram efectuados esfregaços em 
lâminas e fixados à chama, que foram posteriormente cobertos com fucsina fenicada e 
aquecida até à emissão de vapores. Após 10 minutos, as lâminas foram lavadas e 
descoradas com ácido sulfúrico (Pronalab, Chile) e etanol a 25% (Panreac), e aplicou-se 
o corante azul-de-metileno como agente contrastante. As lâminas foram observadas ao 
microscópio óptico com a objectiva de imersão.  
Para além da coloração, as culturas as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. 
smegmatis pMind:ndh-2 foram plaqueadas em gelose de sangue (Columbia III Agar 5% 
“Sheep Blood”, Becton and Dickinson), com incubação a 37ºC durante a noite, para 




2.2.3 Electroforese em gel de agarose 
 
Os plasmídeos e produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel de 
agarose (Oxoid) a 0,7% (p/v) com 0,25 µg/mL de EtBr, em tampão TAE 1X, sujeitas a 
uma voltagem de 80 V durante 1 hora. Foi utilizado o sistema Wide Mini-sub cell GT 
(Bio-Rad, EUA) com uma fonte de alimentação Amersham Pharmacia Biotech. Em casos 
excepcionais de baixa concentração de produto, foi realizado um passo adicional de 
coloração do gel com EtBr, seguida de uma descoloração em água destilada. Para 
visualização dos géis foi usado o aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad).  
Paralelamente às amostras aplicadas no gel de agarose, foram aplicados os 
marcadores de peso molecular 1 kb e λHindIII que permitem fazer uma comparação 
presuntiva do tamanho dos fragmentos de DNA e concentração das amostras. 
 
2.2.4 Reacção de amplificação do gene ndh-2 por PCR 
 
A amplificação do gene ndh-2 de M. tuberculosis foi realizada com os “primers” 
ndh_fw e ndh_rv descritos na Tabela 1, a partir de DNA genómico extraído com o sistema 
“QIAamp DNA Mini Kit” (Qiagen, Alemanha) segundo as indicações do fabricante.  
Para realizar a reacção de amplificação foi preparada uma mistura de reacção de 
45 µL composta por 1X tampão Taq (Fermentas), 2U de Taq Polimerase (Fermentas), 20 
pmol de cada “primer”, 200 μM de cada dNTP (GE Healthcare, Inglaterra) e 1,75 mM de 
MgCl2 (Fermentas). À mistura de reacção foram adicionados 5 μl de DNA genómico. Foi 
realizado um controlo negativo, em que o volume de DNA foi substituído por água 
bidestilada estéril.  
A reacção de PCR foi realizada num termociclador “Mastercycler personal 5332” 
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha), utilizando o seguinte programa de amplificação: 
desnaturação inicial a 94ºC durante 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturação a 
94ºC durante 30 segundos, emparelhamento a 54ºC durante 30 segundos e extensão a 
72ºC durante 2 minutos. A reacção terminou com um passo de extensão final a 72ºC 






2.2.5 Purificação de produtos de PCR 
 
A purificação de produtos de PCR foi realizada com o sistema “Wizard® PCR 
Preps DNA Purification System” (Promega, Madison, EUA), seguindo o protocolo 
fornecido pelo fabricante. 
Ao produto de PCR foram adicionados 100 µL de solução de purificação e 1 mL 
de resina, previamente aquecida a 37ºC, segundo as indicações do fabricante. Adicionou-
se esta suspensão a uma seringa, e fez-se passar a suspensão pela coluna fornecida. 
Adicionaram-se 2 mL de isopropanol a 80% (Sigma-Aldrich) à seringa e fez-se passar 
esta solução pela coluna. Realizou-se um passo de centrifugação da coluna a 13.000 rpm 
durante 2 minutos (Heraeus Biofuge Pico, DJB labcare, Inglaterra). Transferiu-se a 
coluna para um novo tubo e adicionaram-se 50 µL de água livre de nucleases previamente 
aquecida a 65ºC para obter rendimentos superiores, com uma centrifugação a 13.000 rpm 
durante 20 segundos. A suspensão obtida contém o produto de PCR purificado.  
A presença do fragmento de DNA foi verificada por electroforese em gel de 
agarose como descrito no ponto 2.2.3. O DNA purificado foi armazenado a -20ºC. 
 
2.2.6 Extracção de DNA plasmídico 
 
2.2.6.1 Extracção de DNA plasmídico de E. coli 
 
A extracção de DNA plasmídico foi realizada com o sistema “Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification System” (Promega). Este sistema permite a realização de 
um protocolo simples e rápido de isolamento de DNA plasmídico. Baseia-se na lise 
alcalina e passagem dos ácidos nucleicos por uma coluna onde ficará retido o DNA 
plasmídico. O protocolo fornecido pelo fabricante foi aplicado quer à estirpe E. coli Jov 
MM140:pMind, quer aos transformantes obtidos das células de E. coli DH5α.  
Após o crescimento das bactérias, centrifugaram-se os 5 mL de cultura a 7.500 
rpm durante 10 minutos (centrífuga 2-16PK, Sigma-Aldrich). Adicionaram-se 250 µL de 
solução de ressuspensão, 250 µL de solução de lise, 10 µL de solução de protease alcalina 
e 350 µL de solução de neutralização, seguindo as indicações do fabricante. Centrifugou-




para a coluna. Fez-se nova centrifugação a 13.000 rpm durante 1 minuto, e rejeitou-se a 
suspensão que ficou no tubo. A coluna foi lavada duas vezes, primeiro com 750 µL de 
solução de lavagem e de seguida com 250 µL, com centrifugações a 13.000 rpm 
intercaladas durante 1 e 2 minutos, respectivamente. Transferiu-se a coluna para um novo 
tubo e adicionaram-se 100 µL de água livre de nucleases, realizando uma centrifugação 
a 13.000 rpm durante 1 minuto para recolha do DNA plasmídico.  
A presença de plasmídeo foi verificada por electroforese em gel de agarose como 
descrito no ponto 2.2.3. O DNA plasmídico foi armazenado a -20ºC. 
 
2.2.6.2 Extracção de DNA plasmídico de M. smegmatis 
 
Para o isolamento do DNA plasmídico a partir de células de M. smegmatis foi 
usado o sistema “QIAGEN® Plasmid Midi Kit” (Qiagen). Este sistema permite a 
extracção de plasmídeos a partir de volumes superiores de cultura. O protocolo utilizado 
foi modificado relativamente ao protocolo fornecido pelo sistema da Qiagen, com uma 
incubação inicial das células com lisozima [72], uma vez que estes sistemas se encontram 
optimizados para E. coli. 
Quando as culturas de 50 mL atingiram uma DO600 entre 0,80 – 1,0, as células 
foram recolhidas por centrifugação a 7.500 rpm durante 5 minutos. Foram ressuspendidas 
em 2,5 mL de solução GTE suplementado com lisozima a uma concentração final de 20 
mg/mL, e incubadas durante 3 horas a 37ºC com agitação suave (50 rpm) em estufa com 
agitação (Biometra OV3, AlfaGene, Nova Jérsia, EUA).  
Após este período de incubação, a suspensão foi centrifugada a 7.500 rpm durante 
15 minutos a 4ºC. Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 4 mL de 
tampão P1 (armazenado a 4ºC), 4 mL de tampão P2 e 4 mL de tampão P3 (gelado), 
seguindo as instruções do fabricante, e incubou-se a suspensão 15 minutos em gelo. 
Realizou-se nova centrifugação a 16.000 rpm durante 30 minutos a 4ºC (centrífuga J2-
21, Beckman Instruments, California, EUA). Centrifugou-se o sobrenadante em iguais 
condições durante 15 minutos. Equilibrou-se a coluna com 4 mL de tampão QBT, e de 
seguida, aplicou-se o sobrenadante à coluna. Realizaram-se duas lavagens da coluna com 
10 mL de tampão QC. Para eluir o DNA foram adicionados 5 mL de tampão QF à coluna, 




Por último, realizou-se um passo de concentração do DNA por precipitação, 
adicionando ao eluado 3,5 mL de isopropanol a 70% (Sigma-Aldrich) à temperatura 
ambiente. Centrifugou-se a suspensão a 16.000 rpm durante 30 minutos a 4ºC. Decantou-
se o sobrenadante e lavou-se o precipitado com 2 mL de etanol a 70% (Panreac), 
repetindo-se a centrifugação durante 10 minutos. O precipitado foi seco para garantir que 
fica livre de etanol, e ressuspendido em 200 µL de tampão TE. 
A presença de plasmídeo foi verificada por electroforese em gel de agarose como 
descrito no ponto 2.2.3. O DNA plasmídico foi armazenado a -20ºC. 
 
2.2.7 Reacção de ligação do gene ndh-2 ao plasmídeo pMind 
 
Para a reacção de ligação entre o plasmídeo pMind e a sequência do gene ndh-2 
foram realizadas as reacções de linearização com duas enzimas de restrição, a BamHI-HF 
e a SpeI-HF (New England BioLabs Inc., Reino Unido) que actuam no “Multiple Cloning 
Site” (MCS) do plasmídeo e nas extremidades do gene (as sequências encontram-se nos 
“primers” usados para a reacção de amplificação). As reacções foram realizadas para um 
volume final de 50 µL, com 0,5 µL de cada enzima, tampão, água bidestilada e DNA 
numa concentração de 10 ng/µL, durante 2 horas a 37ºC num banho de água (Grant JB 
Series, Reino Unido). No caso da enzima SpeI-HF foi necessária a adição de BSA 
(albumina de soro bovino) a uma concentração final de 100 µg/mL. O volume de cada 
enzima foi colocado em excesso relativamente às concentrações indicadas pelo fabricante 
para cada quantidade de DNA, de modo a garantir uma restrição eficiente. As 
concentrações de DNA em cada amostra foram determinadas por espectrofotometria com 
o aparelho NanoDrop (Thermo Scientific).  
Após o corte das sequências com iguais enzimas de restrição, foi realizado o passo 
de clonagem do gene ndh-2 no plasmídeo pMind, utilizando o protocolo de precipitação 
de DNA em etanol (adaptado de Sambrook et al., [84]). Adicionou-se 45 ng de plasmídeo 
pMind a 675 ng do fragmento de DNA correspondente ao gene ndh-2, com a cauda de 
histidinas, anteriormente amplificado, juntamente com 10% de acetato de sódio 3 M, 
glicogénio e três vezes o volume de etanol absoluto. A solução foi incubada a -70ºC 
durante 1 hora, com posterior centrifugação a 13.000 rpm a 4ºC, durante 30 minutos 




70% arrefecido, seguindo-se uma nova centrifugação em condições iguais. Desperdiçou-
se o sobrenadante e deixou-se evaporar todo o etanol, adicionando de seguida o tampão 
2X necessário à actividade da enzima, água livre de nucleases, e finalmente a enzima 
DNA ligase T4, tendo-se incubado a 4ºC durante a noite. O produto de ligação foi 
armazenado a -20ºC. 
Para verificar o sucesso da reacção de ligação procedeu-se à linearização do 
produto de ligação pMind:ndh-2 com a enzima BamHI-HF (New England BioLabs) com 
as mesmas condições aplicadas nas reacções de linearização do plasmídeo pMind e do 
gene ndh-2. O resultado foi verificado por electroforese em gel de agarose. 
O produto de ligação foi também verificado por sequenciação das duas cadeias 
(Stab Vida), utilizando os “primers” ndh_fw e ndh_rv, ndh3S e ndh3AS, lig1_fw e 
lig1_rv, lig2_ fw e lig2_rv (Tabela1), que cobrem quer as zonas de ligação entre as duas 
sequências de DNA, quer o próprio gene ndh-2. 
 
2.2.8 Transformação de bactérias com DNA plasmídico 
 
2.2.8.1 Transformação de E. coli 
 
- Preparação de células competentes 
 
Para a propagação do produto de ligação (pMind:ndh-2) em E. coli, utilizou-se a 
estirpe DH5α. Para preparar células competentes seguiu-se o método do cloreto de cálcio 
[84]. 
A partir de uma cultura de 10 mL desta estirpe na fase exponencial (DO600 = 0,6), 
recolheram-se as células por centrifugação a 7.000 rpm durante 10 minutos. O sedimento 
foi ressuspendido em igual volume de 0,1 M de CaCl2 a 4ºC, e a suspensão incubada em 
gelo durante 20 a 30 minutos. Por fim, fez-se nova centrifugação a 7.000 rpm durante 10 
minutos a 4ºC, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL da solução de cálcio, distribuído 









Para a realização do protocolo de transformação do produto de ligação foram 
utilizados 50 µL de células competentes de E. coli DH5α e 4 µL do produto de ligação, 
com posteriores incubações em gelo (30 minutos) e a 42ºC (1 minuto), provocando o 
choque térmico necessário à entrada do DNA nas células. De seguida, adicionou-se 500 
µL de meio 2xYT líquido e incubou-se a 37ºC durante 1 hora com agitação suave (180 
rpm). Por último, as células foram semeadas em placas de meio 2xYT suplementado com 
canamicina a 50 µg/mL, e incubadas a 37ºC durante a noite. Paralelamente foram 
realizados o controlo de viabilidade, o controlo de antibiótico e o controlo de esterilidade 
do meio de cultura. 
Após o crescimento dos transformantes, foi realizada a sua passagem para meio 
2xYT líquido suplementado com canamicina. Das culturas obtidas foi feito “stock” e 
armazenadas a -80ºC, e de seguida, foi realizada a extracção de plasmídeo e a sua 
linearização para confirmação da presença do produto de ligação, como descrito nos 
pontos 2.2.6.1 e 2.2.7, respectivamente. A presença do produto de ligação foi verificada 
por electroforese em gel de agarose como descrito no ponto 2.2.3. O DNA plasmídico foi 
armazenado a -20ºC, respectivamente.  
 
2.2.8.2 Electrotransformação de M. smegmatis 
 
- Preparação de células competentes  
 
As células competentes de M. smegmatis foram preparadas a partir da estirpe M. 
smegmatis mc2155 [72]. Foi realizada uma cultura primária em 5 mL de meio 7H9 com 
adição de esferas. A incubação ocorreu a 37ºC com agitação a 180 rpm. Aos 3 dias de 
incubação, quando a cultura atingiu uma DO600 de 0,8, fez-se a passagem na proporção 
de 1:100, como descrito no ponto 2.2.1., para 5 mL de meio 7H9, com esferas e Tween 
80. Esta nova cultura foi incubada até atingir a DO600 de 0,8, nas mesmas condições de 
temperatura e agitação. Desta cultura foi feita a passagem para 100 mL de 7H9 com 




mL de 7H9 com Tween 80. Quando a DO600 atingiu, mais uma vez, 0,8, tornaram-se as 
células competentes para serem usadas posteriormente no ensaio de electroporação [72].  
Para tornar as células de M. smegmatis competentes procedeu-se à sua incubação 
em gelo durante 90 minutos, o que permite aumentar a eficiência da electroporação. Para 
recolher as células fez-se um passo de centrifugação a 7.500 rpm durante 10 minutos, à 
temperatura ambiente. De seguida, iniciaram-se as lavagens com glicerol frio a 10%, com 
a primeira lavagem com 90 mL de glicerol, depois 25 mL, 10 mL, e finalmente 5 mL. As 
condições de centrifugação entre cada lavagem foram mantidas. Ao sedimento das células 
foram adicionados 2,5 mL de glicerol a 10% (1:100 do volume de cultura original) para 
a preparação de “stock’s” [72]. As células competentes foram armazenadas a -80ºC até 




Para a realização da electrotransformação do plasmídeo pMind:ndh-2 em células 
competentes de M. smegmatis mc2155 foram usados 400 µL de suspensão de células 
competentes para 5 µL de produto de ligação. Para a electroporação foi usada uma cuvette 
de 0,2 cm e recorreu-se ao aparelho “Gene Pulser” II (Bio-Rad), com a seguinte 
programação: 2,5 kV, 25 µF e 1000 Ω [72]. 
De seguida, fez-se um passo de incubação da suspensão em 5 mL de 7H9 
(suplementado com OADC) durante 2 horas a 37ºC. Centrifugou-se a suspensão e 
ressuspendeu-se o sedimento em 200 µL de 7H9 (sem OADC e sem Tween 80). Destes 
200 µL de suspensão, foram realizadas diluições seriadas, com soro fisiológico, e 
plaqueadas em placas de meio 7H11 suplementado com 50 µg/mL de canamicina [72]. 
Paralelamente, foram realizados o controlo de viabilidade, o controlo de antibiótico e o 
controlo de esterilidade do meio de cultura. As placas foram colocadas no interior de um 
saco selado e incubadas a 37ºC durante 3 a 5 dias.  
Após o crescimento dos transformantes M. smegmatis pMind:ndh-2 foi realizada 
a sua passagem para meio 7H9 suplementado com canamicina, que foram mantidos em 
“stock” a -80ºC. A presença do plasmídeo com o gene ndh-2 clonado foi confirmada por 
extracção de DNA plasmídico e sua linearização, como descrito nos pontos 2.2.6.2 e 




ponto 2.2.3. A correcta sequência do gene ndh-2 foi confirmada por sequenciação. Uma 
vez que as concentrações de plasmídeo obtidas a partir de M. smegmatis foram baixas, 
realizou-se um passo prévio de concentração das amostras por evaporação em vácuo no 
aparelho Concentrator 5301 (Eppendorf).  
 
2.2.9 Determinação de concentrações mínimas inibitórias 
 
A concentração mínima inibitória (CMI) de um determinado composto é definida 
como a menor concentração desse composto capaz de inibir o crescimento visível de uma 
dada estirpe [52]. As CMIs de diversos antibióticos e inibidores de efluxo foram 
determinadas para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 pelo 
método de microdiluição, de acordo com as regras de CLSI [26]. As estirpes foram 
inoculadas em meio 7H9 com esferas e suplementado com OADC, num volume final de 
10 mL, e incubadas a 37ºC com agitação a 180 rpm até atingir o valor de DO600 de 0,8. 
No caso da estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 foi adicionada tetraciclina para uma 
concentração final de 75 ng/mL quando o valor de DO600 atingiu os 0,5 [17, 129]. 
Para preparar o inóculo realizou-se uma diluição da cultura equivalente a 0,5 
McFarland em soro fisiológico, e diluiu-se esta suspensão (1:100) em meio 7H9. Os 
compostos foram diluídos por um factor de diluição 1:2. As placas foram colocadas no 
interior de um saco selado, e incubadas numa estufa a 37ºC durante 3 a 5 dias. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicado. 
 
2.2.9.1 Determinação de CMIs de antibióticos e inibidores de efluxo 
 
Foram determinadas CMIs de antibióticos e inibidores de efluxo. Os antibióticos 
testados e respectivas gamas de valores foram os seguintes: isoniazida (0,25 a 32 µg/mL), 
rifampicina (1 a 128 µg/mL), etambutol (0,06 a 8 µg/mL), claritromicina (0,13 a 16 
µg/mL), eritromicina (4 a 512 µg/mL), ofloxacina (0,06 a 8 µg/mL), canamicina (0,25 a 
32 µg/mL), amicacina (0,06 a 8 µg/mL), gentamicina (0,25 a 32 µg/mL), capreomicina 
(0,13 a 16 µg/mL) e tetraciclina (0,06 a 8 µg/mL). Os inibidores de efluxo testados e 
respectivas gamas de valores foram os seguintes: tioridazina (0,47 a 60 µg/mL), 




µg/mL), haloperidol (4 a 512 µg/mL) ortovanadato de sódio (16 a 2048 µg/mL), NMP (4 
a 512 µg/mL) e CCCP (1 a 128 µg/mL). Para além destes compostos, foi também 
determinada a CMI do brometo de etídio (0,09 a 12 µg/mL).  
Foram usadas microplacas de 96 poços, com 200 µL de água destilada estéril nos 
poços periféricos e 100 µL de 7H9 suplementado com OADC nos restantes poços. Para 
cada composto a testar, juntaram-se 30 µL da solução de concentração intermédia do 
composto ao poço de concentração mais alta, com 70 µL de meio 7H9, e fizeram-se 
diluições seriadas (1:2) até ao último poço. De seguida, adicionaram-se 100 µL de inóculo 
a cada poço. Para cada composto foi realizado um controlo negativo (sem inóculo) e um 
controlo de crescimento (sem composto).  
 
2.2.9.2 Determinação de CMI de antibióticos na presença de inibidores de 
efluxo 
 
Foram ainda determinadas as CMIs de antibióticos na presença de inibidores de 
efluxo a concentrações de 1/4 (ou abaixo) da CMI para cada inibidor. Assim, para ambas 
as estirpes a concentração de cada inibidor foram as seguintes: tioridazina (7,5 µg/mL), 
verapamil (200 µg/mL), clorpromazina (15 µg/mL), flupentixol (15 µg/mL), haloperidol 
(64 µg/mL), ortovanadato de sódio (1024 µg/mL), NMP (128 µg/mL) e CCCP (8 µg/mL). 
A gama de concentrações para os antibióticos foi ajustada quando o valor de CMI não 
estava abrangido nos intervalos referidos no ponto 2.2.9.1. 
Foram usadas microplacas de 96 poços, com 200 µL de água destilada estéril nos 
poços periféricos e 90 µL de 7H9 suplementado com OADC nos restantes poços. Para 
cada composto a testar, juntaram-se 30 µL da solução de concentração intermédia do 
antibiótico ao poço de concentração mais alta, com 60 µL de meio 7H9, e fizeram-se 
diluições seriadas (1:2) até ao último poço. De seguida, adicionou-se 10 µL de inibidor 
de efluxo a testar na concentração desejada a todos os poços com antibiótico e 100 µL de 
inóculo a cada poço. Para cada composto foi realizado um controlo negativo (sem 






2.2.10 Determinação de actividade de efluxo por fluorometria em tempo 
real 
 
Os ensaios de avaliação da actividade de efluxo de brometo de etídio das estirpes 
M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 foram realizados através de um 
método fluorométrico semi-automático no termociclador Rotor-Gene 3000TM (Corbett 
Research, Sidney, Austrália). Este aparelho permite a leitura da fluorescência do brometo 
de etídio nos comprimentos de onda de excitação (530 nm) e emissão (585 nm) deste 
composto [121]. O EtBr emite fluorescência fraca em soluções aquosas, portanto, fora 
das células, tornando-se fluorescente no interior das mesmas. Deste modo, é possível 
avaliar a capacidade das células em acumularem maior ou menor quantidade deste 
composto, na presença e ausência de inibidores de efluxo, e ainda avaliar a capacidade de 
efluxo na presença desses compostos [50, 71, 82]. Neste trabalho os ensaios foram 
realizados na presença e ausência de glucose, que é considerada uma fonte energética 
para as bombas de efluxo, o que permitirá um aumento da sua actividade. Assim, na 
presença deste açúcar, espera-se que as células sejam capazes de expulsar maiores 
quantidades de EtBr, e ser detectada menor quantidade de fluorescência [70]. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicado. 
As estirpes foram inoculadas num volume de 10 mL de meio 7H9, e incubadas a 
37ºC com agitação a 180 rpm até atingir o valor de DO600 de 0,8. No caso da estirpe M. 
smegmatis pMind:ndh-2 foi adicionada tetraciclina para uma concentração final de 75 
ng/mL quando o valor de DO600 atingiu os 0,5 [17, 129].  
 
2.2.10.1 Ensaios de acumulação de brometo de etídio 
 
Para a preparação do inóculo procedeu-se à recolha das células por centrifugação 
a 3.500 rpm durante 3 minutos à temperatura ambiente, e realizaram-se duas lavagens das 
células com PBS. Ao sedimento formado juntou-se PBS até a suspensão atingir a DO600 
de 0,8. 
Cada mistura de reacção corresponde a uma concentração diferente de EtBr, com 




ensaios em paralelo, com e sem glucose a 0,4% (v/v). As concentrações de EtBr testadas 
foram as seguintes: 2 µg/mL, 1 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,25 µg/mL e 0,125 µg/mL.  
Os ensaios de acumulação foram realizados a uma temperatura de 37ºC e a leitura 
da fluorescência de EtBr efectuada após cada ciclo de 60 segundos, durante 
aproximadamente 60 minutos. Este ensaio permite definir qual a concentração basal de 
EtBr que deve ser usada nos ensaios de acumulação com os compostos inibidores de 
efluxo. 
 
2.2.10.2 Ensaios de acumulação de brometo de etídio na presença de 
inibidores de efluxo 
 
Para a preparação do inóculo procedeu-se à recolha das células por centrifugação 
a 3.500 rpm durante 3 minutos à temperatura ambiente, e realizaram-se duas lavagens das 
células com PBS. Ao sedimento formado juntou-se PBS até a suspensão atingir a DO600 
de 0,8. 
Cada mistura de reacção contém 50 µL de solução dos diferentes compostos com 
EtBr a 0,25 µg/mL (para ambas as estirpes) e 50 µL de suspensão de células. Foram 
realizados dois ensaios em paralelo, um com e outro sem glucose a 0,4% (v/v). Os 
inibidores de efluxo testados para ambas as estirpes e respectivas concentrações (1/2 ou 
abaixo do seu valor de CMI) foram os seguintes: tioridazina (15 µg/mL), verapamil (400 
µg/mL), clorpromazina (30 µg/mL), flupentixol (30 µg/mL), haloperidol (128 µg/mL) 
NMP (128 µg/mL) e CCCP (16 µg/mL).  
Os ensaios de acumulação foram realizados a uma temperatura de 37ºC e a leitura 
da fluorescência de EtBr efectuada após cada ciclo de 60 segundos, durante 
aproximadamente 60 minutos. Este ensaio permite determinar qual o composto que 
apresenta maior eficácia na inibição da actividade de efluxo das células. 
 
2.2.10.3 Ensaios de efluxo 
 
No caso dos ensaios de efluxo a preparação do inóculo difere relativamente aos 
ensaios de acumulação. Após lavagem das células da cultura, o sedimento formado foi 




com verapamil a 400 µg/mL (bloqueador de efluxo mais eficiente e a 1/2 do valor da sua 
CMI para ambas as estirpes) e de EtBr a 0,25 µg/mL (para ambas as estirpes), num tubo 
de vidro protegido da luz. Terminado este período, as células foram lavadas para a 
remoção do inibidor e ressuspendidas em PBS.  
Cada mistura de reacção contém 50 µL de solução do composto (sem EtBr) e 50 
µL de suspensão de células. Foram realizados dois ensaios em paralelo, com e sem 
glucose a 0,4% (v/v). Os inibidores testados encontram-se em cada mistura de reacção a 
1/2 da CMI para cada estirpe. Os inibidores testados e concentrações foram os seguintes: 
tioridazina (15 µg/mL), verapamil (400 µg/mL) e clorpromazina (30 µg/mL). 
 Os ensaios de efluxo foram realizados a uma temperatura de 37ºC e a leitura da 
fluorescência de EtBr efectuada após cada ciclo de 30 segundos (excepto o primeiro de 
15 segundos), durante aproximadamente 30 minutos. Este ensaio permite observar o 
efluxo de EtBr pelas células quando é removida a inibição por um composto capaz de 
bloquear o efluxo. Foi realizado um controlo da suspensão celular com PBS para avaliar 
o efluxo basal das células. 
 
2.2.11 Determinação da actividade enzimática da proteína NDH -2 de M. 
tuberculosis em suspensões membranares 
 
2.2.11.1 Expressão e purificação da proteína NDH-2 
 
A proteína NDH-2 foi sobre-expressa na estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2, cujo 
gene está clonado no plasmídeo pMind, indutível à tetraciclina [132]. Foi efectuado um 
crescimento em paralelo da estirpe M. smegmatis mc2155. Ambas as estirpes foram 
inoculadas em meio 7H9, num volume final de 500 mL, a 37ºC com agitação a 180 rpm. 
As células de M. smegmatis mc2155  foram recolhidas quando a cultura atingiu o final da 
fase estacionária (DO600 de 1,6). No caso da estirpe transformada foi adicionada 
tetraciclina quando as culturas atingiram uma DO600 de aproximadamente 0,5 e incubou-
se durante 24 horas [17, 129]. Foram testadas várias concentrações de tetraciclina, 
nomeadamente 20 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 100 ng/mL e 250 ng/mL. A concentração 
75 ng/mL foi a escolhida uma vez que foi a partir da qual se obtiveram maiores 




durante 10 minutos), ressuspendidas em 50 mL de tampão HEPES/fosfato e armazenadas 
a -80ºC até à sua posterior utilização [132]. 
O protocolo de purificação da proteína NDH-2 em ambas as estirpes foi efectuado 
segundo o procedimento descrito por Yano et al. [132] com ligeiras alterações. As células 
previamente recolhidas foram lisadas por sonicação em gelo com um homogenizador 
Labsonic® M “homogenizer” (Sartorius, EUA). Foram efectuados seis ciclos de pulso 
80% com duração de 3 minutos espaçados por intervalos de 1,5 minutos. De seguida, a 
suspensão foi centrifugada a 6.400xg durante 10 minutos (centrífuga 5804R, Eppendorf). 
O sobrenadante foi ultracentrifugado (Optima LE-80, Beckman) a 22.500xg durante 1 
hora (1ª ultracentrifugação). O sedimento obtido foi ressuspendido em tampão 
HEPES/fosfato e ultracentrifugado nas mesmas condições (2ª ultracentrifugação). Ao 
sedimento obtido foram adicionados os detergentes desoxicolato e colato de sódio (Alfa 
Aesar, Alemanha) para uma concentração final de 2% (p/v) e a suspensão resultante foi 
incubada em gelo durante 1 hora com agitação suave. O extracto proteico foi obtido por 
ultracentrifugação a 22.500xg durante 1 hora a 4ºC (3ª ultracentrifugação).  
De seguida, foi realizada uma cromatografia de afinidade com metal imobilizado 
(IMAC – “immobilized metal ion affinity chromatography”). Foi utilizada uma coluna 
de afinidade HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare) carregada com catiões de níquel 
conectada a um sistema ÄKTA prime plus (Amersham Biosciences). A coluna foi 
previamente equilibrada com tampão HEPES/fosfato contendo 1% (p/v) de colato de 
sódio. Após introdução e adsorção da amostra, a coluna foi novamente lavada com 20 mL 
de tampão seguido de 40 mL de tampão contendo 1% (p/v) de colato de sódio e 10 mM 
de imidazol (Alfa Aesar) para eliminar proteínas contaminantes. Para eluir a proteína 
NDH-2 utilizou-se tampão HEPES/fosfato com 1% (p/v) de colato de sódio e 150 mM de 
imidazol. Durante toda a operação manteve-se um fluxo constante de 1,0 mL/min. O 
processo de eluição foi monitorizado pelo registo de absorvância a 280 nm. 
Na Figura 7 podemos observar uma representação esquemática dos diversos passos 



























Figura 7 – Representação esquemática do protocolo de purificação da proteína NDH-2 [132]).  
 
 
Foram recolhidas alíquotas dos vários passos do processo para monotorização da 
eficácia dos vários passos de purificação por electroforese SDS-PAGE. Esta foi efectuada 
em géis Amersham ECL 4-12% num sistema Amersham ECL Gel Box (GE Healthcare), 
de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram previamente incubadas 
durante 1 hora à temperatura ambiente em tampão de aplicação contendo SDS e -
mercaptoetanol e, de seguida, centrifugadas antes da aplicação nos géis. Os géis foram 
posteriormente corados com azul brilhante de Coomassie (Merck) para permitir a 








2.2.11.2 Quantificação da proteína total 
 
O doseamento da proteína total foi efectuado a partir do sedimento obtido na 
segunda ultracentrifugação do protocolo de purificação, correspondente às suspensões 
membranares (Figura 7). Esta quantificação foi efectuada através do método do ácido 
bicinconínico (BCA), utilizando-se para o efeito o sistema Pierce® BCA “protein assay 
kit” (Thermo Scientific) com a albumina de soro bovino (BSA) como padrão de acordo 
com as instruções do fabricante [95]. A gama de concentrações abrangida encontra-se 
dentro do intervalo de 20 a 2000 µg/mL. Este método baseia-se na capacidade de redução 
do ião Cu2+ a Cu+, em meio alcalino, pelas proteínas (reacção do biureto) e na detecção 
colorimétrica do ião Cu+ através de um reagente que contém BCA. O produto formado, 
de coloração púrpura e cuja intensidade é proporcional à sua concentração, é detectado 
por espectrofotometria de UV-visível a 562 nm. Na leitura das absorvâncias foram usadas 
“cuvettes” de quartzo com 1 cm de percurso óptico (Hellma, Alemanha) num 
espectrofotómetro Ultrospec 2100pro (Amersham Biosciences). Os ensaios de 
determinação da concentração da proteína total foram efectuados em duplicado e a média 
das absorvâncias obtidas em cada um dos replicados corrigidas para o valor da 
absorvância do branco do ensaio. 
 
2.2.11.3 Ensaios enzimáticos 
 
Para avaliar a actividade enzimática da proteína NDH-2 em suspensões 
membranares de M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 foram realizados 
ensaios de oxidação de NADH na presença de menaquinona como aceitador de electrões 







Figura 8 – Representação esquemática da reacção catalisada pela proteína NDH-2 (adaptado de 









A oxidação de NADH foi seguida através da leitura da absorvância ao 
comprimento de onda de 340 nm num espectrofotómetro Ultrospec 2100pro, em cuvette 
de quartzo com 1 cm de percurso óptico (Hellma). Foi efectuada a optimização dos 
ensaios através do estudo da variação da concentração das suspensões membranares, do 
dador de electrões (NADH), do aceitador de electrões (menaquinona), tempos de 
incubação, duração do ensaio e alteração da ordem de adição dos reagentes. Após 
determinação das condições óptimas e de acordo com o método descrito por Weinstein et 
al. [127], os ensaios foram realizados à temperatura ambiente num volume final de 1,4 
mL, com a adição dos reagentes pela seguinte ordem: tampão HEPES/fosfato, KCN 
(concentração final de 10 mM), menaquinona (50 M), suspensão membranar (70 
g/mL). Esta mistura foi incubada durante 5 minutos à temperatura ambiente e a reacção 
foi iniciada com a adição de NADH (100 M). Os ensaios de referência foram realizados 
de igual modo, mas sem a adição da suspensão membranar.  
A actividade enzimática foi calculada a partir do número de moles de NADH 
oxidado por minuto e por miligrama de proteína total e um valor para o coeficiente de 
absorptividade molar do NADH a 340 nm de 6,22 mM-1cm-1 [36].  
Foi também estudado o efeito de vários inibidores de efluxo na actividade 
enzimática da proteína NDH-2 nas suspensões membranares de M. smegmatis 
pMind:ndh-2. De entre os inibidores de efluxo estudados, foram seleccionados para estes 
ensaios a tioridazina, clorpromazina, verapamil, flupentixol e haloperidol. Nestes ensaios 
o procedimento experimental utilizado foi semelhante ao descrito, sendo os inibidores 
adicionados antes da suspensão membranar. As concentrações dos inibidores testados 
foram baseadas no valor de CMI obtido para a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2, tendo 












3.1 Clonagem do gene ndh-2 
 
3.1.1 Amplificação do gene ndh-2 de M. tuberculosis H37Rv 
 
Para a amplificação do gene ndh-2 foi realizada uma reacção de PCR utilizando 
como molde DNA da estirpe M. tuberculosis H37Rv, que corresponde à estirpe de 
referência [132]. O gene tem o tamanho de 1.392 pb [107] e para a sua amplificação foi 
usado o par de “primers” ndh_fw e ndh_rv, em que o “primer” ndh_rv codifica para uma 
cauda de histidinas, importante para passos de purificação proteica posteriores. O 
fragmento de DNA amplificado, ou seja, o gene com a cauda de histidinas, perfaz 1.410 
pb. No final da reacção de PCR, o produto de amplificação foi purificado. A presença e 
tamanho do fragmento amplificado foram verificados por electroforese em gel de agarose 












Figura 9 – Electroforese em gel de agarose a 0,7% (p/v) dos produtos de amplificação do gene ndh-2, 
antes e após purificação. M: Marcador 1 kb DNA “Ladder Gene Ruler”; A: produto da reacção de 













3.1.2 Obtenção do plasmídeo pMind 
 
O plasmídeo pMind foi obtido a partir da estirpe E. coli JOV MM140:pMind e 
linearizado com a enzima de restrição BamHI. Os produtos foram analisados por 
electroforese, verificando-se uma banda do tamanho esperado, cerca de 6,8 kb, já que o 
plasmídeo tem 6.849 pb [17]. Como se pode verificar na Figura 10, a reacção de restrição 
de pMind foi eficaz, e pela posição da banda do produto da linearização, o plasmídeo 













Figura 10 – Electroforese em gel de agarose a 0,7% (p/v) do produto da extracção plasmídica e da 
linearização do plasmídeo. M: Marcador 1 kb DNA “Ladder Gene Ruler”; A: plasmídeo pMind; B: 
plasmídeo pMind linearizado com a enzima de restrição BamHI. 
 
3.1.3 Transformação do plasmídeo pMind:ndh-2 
 
3.1.3.1 Transformação de E. coli com o plasmídeo pMind:ndh-2 
 
O produto de ligação pMind:ndh-2 foi introduzido em células competentes de E. 
coli DH5α por transformação. Os controlos de viabilidade das células, de antibiótico e de 
esterilidade do meio de cultura foram validados. Foram obtidas várias colónias no meio 
de selecção, das quais foram seleccionadas oito para inoculação em meio líquido. Das 











1, 2, 5, 6, 7, 8). Foi realizado o protocolo de extracção de DNA plasmídico, seguido da 
reacção de linearização dos plasmídeos com a enzima de restrição BamHI. O tamanho 
esperado para a sequência de ligação entre o plasmídeo pMind e o gene ndh-2 é de 8.259 
pb. Os produtos de restrição foram analisados por electroforese em gel de agarose (Figura 
11). Pela análise da posição das bandas no gel, os transformantes n.º 2, 5 e 8 deverão 














Figura 11 – Electroforese em gel de agarose a 0,7% (p/v) dos plasmídeos extraídos das culturas de E. 
coli transformadas com o produto de ligação pMind:ndh-2. M: Marcador 1 kb DNA “Ladder Gene 
Ruler”; A: plasmídeo pMind linearizado; B: plasmídeo linearizado da colónia de E. coli transformante n.º 
1; C: plasmídeo linearizado da colónia n.º 2; D: plasmídeo linearizado da colónia n.º 5; E: plasmídeo 
linearizado da colónia n.º 6; F: plasmídeo linearizado da colónia n.º 7; G: plasmídeo linearizado da colónia 
n.º 8; M’: Marcador DNA λHindIII. 
 
3.1.3.2 Electrotransformação de M. smegmatis mc2155 com o plasmídeo 
pMind:ndh-2 
 
O produto de ligação pMind:ndh-2 foi introduzido na estirpe de M. smegmatis 
mc2155 por electroporação para estudos posteriores. Após a electrotransformação, foram 
obtidas dez colónias transformantes, nas diluições de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, e feita a sua 
passagem para meio líquido. 
A partir das culturas obtidas em meio líquido, foi feita a extracção de DNA 
plasmídico, seguida da linearização com a enzima de restrição BamHI. Os produtos foram 













bandas no gel, as colónias transformantes n.º 2, 3, 5, 7, 9 e 10 contêm o produto de ligação. 
Para confirmação da correcta clonagem do gene ndh-2 em pMind, foi realizada a 
sequenciação da amostra de DNA do transformante nº 2. Assim, as células transformantes 
n.º 2 foram designadas de M. smegmatis pMind:ndh-2 e foram usadas para a realização 











Figura 12 – Electroforese em gel de agarose a 0,7% (p/v) dos plasmídeos extraídos da estirpe de M. 
smegmatis mc2155 após electrotransformação com o produto de ligação de pMind com ndh-2. M: 
Marcador 1 kb DNA “Ladder Gene Ruler”; A: plasmídeo pMind linearizado; B: plasmídeo linearizado da 
colónia de M. smegmatis pMind:ndh-2 n.º 1; C: plasmídeo linearizado da colónia n.º 2; D: plasmídeo 
linearizado da colónia n.º 3; E: plasmídeo linearizado da colónia n.º 4; F: plasmídeo linearizado da colónia 
n.º 5; G: plasmídeo linearizado da colónia n.º 6; H: plasmídeo linearizado da colónia n.º 7; I: plasmídeo 




3.2  Determinação de concentrações mínimas inibitórias para as estirpes M. 
smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 
 
Neste trabalho foram determinadas as CMIs de antibióticos, inibidores de efluxo e 
de antibióticos na presença desses mesmos inibidores para as estirpes M. smegmatis 


















3.2.1 Determinação de CMIs de antibióticos 
 
Os valores de CMIs de um conjunto de onze antibióticos e do brometo de etídio 
foram determinados para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 
(Tabela 7). Os resultados de CMIs dos antibióticos e brometo de etídio serão importantes 
para perceber se existe alguma diferença na susceptibilidade aos compostos entre as 
estirpes original e transformada com o gene ndh-2, bem como para interpretar os ensaios 
de avaliação da actividade de efluxo e enzimática.  
 
Tabela 7 – Resultados da determinação de CMIs de diferentes antibióticos e brometo de etídio para 




M. smegmatis mc2155 M. smegmatis mc2155 
pMind:ndh-2 
Antibióticos 
INH 16 16 
RIF 64 32 
EMB 2 2 
CLA  8  16 
ERY 256 256 
OFX 0,5 0,5 
KAN 4 >1024 
AMK 1 16 
GET 4 4 
CAP 4 4 
TET 2 2 
Outros compostos  
EtBr 12 12 
CMI: concentração mínima inibitória; INH: isoniazida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; CLA: 
claritromicina; ERY: eritromicina; OFX: ofloxacina; KAN: canamicina; AMK: amicacina; GET: 
gentamicina; CAP: capreomicina; TET: tetraciclina; EtBr: brometo de etídio. Os ensaios foram realizados 
em triplicado. 
 
Como se pode verificar na Tabela 7, as diferenças existentes entre as duas estirpes 
avaliadas são de apenas um factor de diluição, excepto para a canamicina e a amicacina. 
Para a estirpe M. smegmatis mc2155, o valor da CMI da rifampicina e da claritromicina 
foi de 64 µg/mL e 8 µg/mL, respectivamente, enquanto para a estirpe M. smegmatis 
pMind:ndh-2 foram registados valores de 32 µg/mL e 16 µg/mL, respectivamente. No 
caso da canamicina, a estirpe transformada apresenta uma CMI (>1024 µg/mL) bastante 




transformada possui o plasmídeo pMind que contém um gene que confere resistência a 
este antibiótico. Esta estirpe apresenta também um valor de CMI mais elevado para a 
amicacina, o que mais uma vez era esperado, dado tratar-se de um derivado químico da 
canamicina pertencente à mesma classe (aminoglicosídeos), o que origina resistência 
também a este antibiótico [41]. Para além dos antibióticos, foi determinada a CMI do 
brometo de etídio, tendo-se obtido a mesma CMI para as duas estirpes, 12 µg/mL. 
 
3.2.2 Determinação de CMIs de inibidores de efluxo 
 
Os valores de CMIs de um conjunto de oito compostos descritos como inibidores 
de efluxo foram determinados para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis 
pMind:ndh-2 (Tabela 8). Os resultados de CMI para os inibidores de efluxo serão 
igualmente importantes para a realização e interpretação dos ensaios de avaliação da 
actividade de efluxo e da actividade enzimática.  
 
Tabela 8 – Resultados da determinação de CMIs de diferentes inibidores de efluxo para as estirpes 




M. smegmatis mc2155 M. smegmatis mc2155  
pMind:ndh-2 
TZ 30 30 
VP 800 800 
CPZ 60 60 
FPX 60 60 
HAL 256 256 
ORT > 2048 > 2048 
NMP 512 512 
CCCP 32 32 
CMI: concentração mínima inibitória; TZ: tioridazina; VP: verapamil; CPZ: clorpromazina; FPX: 
flupentixol; HAL: haloperidol; ORT: ortovanadato; NMP: 1-(1-naftilmetil)piperazina; CCCP: carbonil 
cianeto m-clorofenilhidrazona. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
 
Como se pode verificar pelos dados apresentados na Tabela 8, não existem 







3.2.3 Determinação de CMIs de antibióticos na presença de inibidores de 
efluxo 
 
Foram determinados os valores de CMIs de antibióticos e brometo de etídio para 
as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 na presença de inibidores 
de efluxo (Tabela 9). Estes resultados permitiram avaliar qual o efeito de cada um dos 
inibidores no valor da CMI para cada antibiótico e verificar possíveis diferenças entre as 
estirpes. Os resultados do brometo de etídio irão permitir uma comparação com os ensaios 
de actividade de efluxo realizados posteriormente (ponto 3.3).  
 




Efeito inibitório CMI 
(µg/mL) 
Efeito inibitório 
INH 16   16  
+TZ 16 - 16 - 
+VP 16 - 8 2 
+CPZ 16 - 8 2 
+FPX 16 - 16 - 
+HAL 8 2 8 2 
+ORT 16 - 16 - 
+NMP 16 - 8 2 
+CCCP 8 2 8 2 
RIF 64   32  
+TZ 16 4 16 2 
+VP 16 4 16 2 
+CPZ 16 4 16 2 
+FPX 8 8 8 4 
+HAL 4 16 8 4 
+ORT 32 2 32 - 
+NMP 32 2 32 - 
+CCCP 16 4 32 - 
EMB 2   2  
+TZ 2 - 2 - 
+VP 2 - 2 - 
+CPZ 2 - 2 - 
+FPX 2 - 2 - 
+HAL 2 - 2 - 
+ORT 1 2 1 2 
+NMP 2 - 2 - 
+CCCP 2 - 1 2 
 
 
Tabela 9 – Resultados da determinação da CMI de antibióticos e brometo de etídio na presença de 




Tabela 9 (cont.) 




Efeito inibitório CMI 
(µg/mL) 
Efeito inibitório 
CLA 8   16  
+TZ 1 8 2 8 
+VP 2 4 2 8 
+CPZ 1 8 2 8 
+FPX 0,25 32 1 16 
+HAL 0,25 32 2 8 
+ORT 2 4 2 8 
+NMP 8 - 4 4 
+CCCP 2 4 2 8 
ERY 256   256  
+TZ 64 4 256 - 
+VP 128 2 64 4 
+CPZ 64 4 64 4 
+FPX 16 16 64 4 
+HAL 16 16 32 8 
+ORT 128 2 128 2 
+NMP 256 - 32 8 
+CCCP 128 2 256 - 
OFX 0,5   0,5  
+TZ 0,5 - 0,5 - 
+VP 0,5 - 0,5 - 
+CPZ 0,5 - 0,5 - 
+FPX 0,5 - 0,5 - 
+HAL 0,25 2 0,5 - 
+ORT 0,5 - 0,5 - 
+NMP 0,5 - 0,5 - 
+CCCP 0,5 - 0,5 - 
AMK 1   16  
+TZ 0,25 4 16 - 
+VP 0,5 2 8 2 
+CPZ 0,5 2 8 2 
+FPX 0,25 4 8 2 
+HAL 0,25 4 4 4 
+ORT 0,125 8 16 - 
+NMP 0,125 8 2 8 
+CCCP 1 - 8 2 
GET 4   4  
+TZ 1 4 2 2 
+VP 1 4 2 2 
+CPZ 1 4 2 2 
+FPX 2 2 2 2 
+HAL 0,5 8 1 4 
+ORT 2 2 1 4 
+NMP 0,5 8 1 4 





Tabela 9 (cont.) 




Efeito inibitório CMI 
(µg/mL) 
Efeito inibitório 
CAP 4   4  
+TZ 2 2 2 2 
+VP 1 4 2 2 
+CPZ 2 2 2 2 
+FPX 2 2 2 2 
+HAL 1 4 2 2 
+ORT 2 2 2 2 
+NMP 1 4 2 2 
+CCCP 1 4 4 - 
TET 2  2  
+TZ 0,25 8 0,125 16 
+VP 0,25 8 0,25 8 
+CPZ 0,5 4 0,25 8 
+FPX 0,5 4 0,25 8 
+HAL 0,5 4 0,25 8 
+ORT 1 2 2 - 
+NMP 1 2 0,25 8 
+CCCP 1 2 0,25 8 
EtBr 12  12  
+TZ 6 2 3 4 
+VP 0,75 16 0,75 16 
+CPZ 6 2 6 2 
+FPX 6 2 6 2 
+HAL 0,375 32 0,1875 64 
+ORT 6 2 6 2 
+NMP 3 4 3 4 
+CCCP 3 4 1,5 8 
INH: isoniazida; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; CLA: claritromicina; ERY: eritromicina; OFX: 
ofloxacina; AMK: amicacina; GET: gentamicina; CAP: capreomicina; TET: tetraciclina; EtBr: brometo 
de etídio; TZ: tioridazina (7,5 µg/mL); VP: verapamil (200 µg/mL); CPZ: clorpromazina (15 µg/mL); 
FPX: flupentixol (15 µg/mL); HAL: haloperidol (64 µg/mL); ORT: ortovanadato (1024 µg/mL); NMP: 
1-(1-naftilmetil)piperazina (128 µg/mL); CCCP: carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (8 µg/mL). (-) 
Sem efeito inibitório. Os valores a negrito correspondem àqueles em que ocorreu uma diminuição de CMI 
para pelo menos um quarto do seu valor original [81]. Os inibidores de efluxo foram utilizados a um quarto 
(ou abaixo) do seu valor de CMI para cada estirpe. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
 
Em relação aos resultados obtidos apresentados na Tabela 9, para ambas as 
estirpes observa-se uma diminuição dos valores de CMI de alguns dos antibióticos 
testados e do brometo de etídio. É considerado efeito inibitório significativo quando 
ocorre uma diminuição igual ou superior a quatro vezes o valor de CMI dos antibióticos 
ou do brometo de etídio [81]. 
No caso da rifampicina, os compostos com efeito inibitório mais significativo na 




CMI sem inibidor, respectivamente, e a tioridazina, verapamil, clorpromazina e CCCP 
com reduções de 4 vezes. Na estirpe transformada, o flupentixol e o haloperidol 
diminuíram 4 vezes o valor de CMI da rifampicina. 
Para a claritromicina, no caso da estirpe original o flupentixol e haloperidol 
diminuíram 32 vezes o valor de CMI, a tioridazina e clorpromazina 8 vezes e o verapamil, 
ortovanadato e CCCP 4 vezes. Na estirpe transformada, o flupentixol provocou uma 
diminuição de 16 vezes do valor de CMI da claritromicina, enquanto a tioridazina, 
verapamil, clorpromazina, haloperidol, ortovanadato e CCCP 8 vezes, e NMP 4 vezes.  
Para a eritromicina, na estirpe original o flupentixol e haloperidol reduziram 16 
vezes o valor de CMI, enquanto a tioridazina e a clorpromazina 4 vezes. Para a estirpe 
transformada o haloperidol e NMP provocaram uma diminuição de 8 vezes, e o 
veparamil, clorpromazina e flupentixol uma diminuição de 4 vezes.  
No caso da amicacina, para a estirpe original o ortovanadato e a NMP provocaram 
uma diminuição de 8 vezes em relação à CMI sem inibidores, enquanto a tioridazina, 
flupentixol e haloperidol provocaram uma diminuição de 4 vezes. Para a estirpe 
transformada, a NMP e o haloperidol reduziram 4 e 8 vezes, respectivamente, o valor de 
CMI.  
Para a gentamicina na estirpe original registaram-se reduções de 8 vezes o valor 
de CMI com o haloperidol, NMP e CCCP, e de 4 vezes com a tioridazina, verapamil e 
clorpromazina. Na estirpe transformada o valor de CMI da gentamicina reduziu 4 vezes 
com o haloperidol, ortovanadato e NMP.  
No caso da capreomicina registou-se efeito inibitório significativo apenas na 
estirpe original, nomeadamente para o veparamil, haloperidol, NMP e CCCP, com uma 
redução de 4 vezes o valor inicial de CMI.  
Para a tetraciclina, na estirpe original ocorreram reduções do valor de CMI de 8 
vezes com a tioridazina e verapamil, e 4 vezes com a clorpromazina, flupentixol e 
haloperidol. No caso estirpe transformada, houve uma redução de 16 vezes do valor de 
CMI com a tioridazina, 8 vezes com o verapamil, clorpromazina, flupentixol, haloperidol, 
NMP e CCCP.  
Relativamente à isoniazida, etambutol e ofloxacina, não se verificou efeito 




Por fim, para o brometo de etídio, na estirpe original o valor de CMI reduziu 32 
vezes com o haloperidol, 16 vezes com o verapamil e 4 vezes com a NMP e CCCP. Para 
a estirpe transformada, o valor de CMI reduziu 64 vezes com o haloperidol, 16 vezes com 
o verapamil, 8 vezes com o CCCP e 4 vezes com a tioridazina e a NMP. 
Com base nestes resultados, os inibidores de efluxo mais eficazes para ambas as 
estirpes foram o haloperidol, flupentixol e verapamil. No geral, a claritromicina, 
eritromicina e rifampicina foram os antibióticos com maior redução do valor de CMI na 
presença dos inibidores de efluxo. Em particular para a estirpe transformada, M. 
smegmatis pMind:ndh-2, os casos em que se verificaram maiores efeitos foram: 
claritromicina com flupentixol; eritromicina com haloperidol e NMP; tetraciclina com 
tioridazina; e brometo de etídio com haloperidol e verapamil. 
 
 
3.3 Avaliação da actividade de efluxo em tempo real 
 
Para a avaliação da actividade de efluxo das células foi utilizado um método 
fluorométrico semi-automático que permite monitorizar o transporte do brometo de 
etídio, um substrato da maioria das bombas de efluxo, através da fluorescência emitida 
por este composto.  
 
3.3.1 Ensaios de acumulação de brometo de etídio 
 
Os ensaios de acumulação de brometo de etídio das estirpes M. smegmatis mc2155 
e M. smegmatis pMind:ndh-2 permitiram determinar qual a concentração basal que 
permite um equilíbrio entre o influxo e o efluxo deste substrato. Esta concentração será a 
utilizada nos ensaios seguintes para avaliar a influência de diversos factores na actividade 
de efluxo, e é geralmente definida como aquela que não ultrapasse as 10 unidades 
arbitrárias de fluorescência.  
Nas Figuras 13 e 14 estão representados os gráficos dos ensaios de acumulação 
de brometo de etídio para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-
2, respectivamente, na ausência ou presença de glucose. Como se pode verificar pela 




acumulação de EtBr no interior das células. A concentração basal de EtBr estabelecida 


















Figura 13 – Gráfico do ensaio de acumulação da estirpe M. smegmatis mc2155 na presença de 
concentrações crescentes de EtBr. Foram realizados ensaios em paralelo com e sem glucose, a uma 












Figura 14 – Gráfico do ensaio de acumulação da estirpe M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 na 
presença de concentrações crescentes de EtBr. Foram realizados ensaios em paralelo com e sem glucose, 
a uma concentração de 0,4% para a mesma concentração de brometo de etídio. Os ensaios foram realizados 
em triplicado. 
 
No caso da estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2, quando incubada com 1 g/ml de 
brometo de etídio na presença de glucose, verifica-se um decréscimo de fluorescência a 
partir dos 18 minutos (Figura 14), comportamento que foi reproduzido nas várias 
repetições deste ensaio e que deverá corresponder a uma maior capacidade por parte das 

































Msmeg mc2 155 EtBr 2µg/ml Msmeg mc2 155 EtBr 1µg/ml
Msmeg mc2 155 EtBr 0,5µg/ml Msmeg mc2 155 EtBr 0,25µg/ml
Msmeg mc2 155 EtBr 0,125µg/ml Msmeg mc2 155 EtBr 2µg/ml + GLU
Msmeg mc2 155 EtBr 1µg/ml + GLU Msmeg mc2 155 EtBr 0,5µg/ml + GLU

































Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 2 µg/ml Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 1 µg/ml
Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,5 µg/ml Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,25 µg/ml
Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,125 µg/ml Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 2 µg/ml + GLU
Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 1 µg/ml + GLU Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,5 µg/ml + GLU




3.3.2 Ensaios de acumulação de brometo de etídio com inibidores de efluxo 
 
Os ensaios de acumulação de brometo de etídio das estirpes M. smegmatis mc2155 
e M. smegmatis pMind:ndh-2 na presença de inibidores de efluxo permitiram determinar 
qual o composto com maior efeito inibitório no efluxo de brometo de etídio nas condições 
destes ensaios. A concentração de EtBr a utilizar foi determinada nos ensaios de 
acumulação (ponto 3.3.1) e corresponde a 0,25 µg/mL para as duas estirpes. Foi realizado 
um ensaio de controlo, que corresponde à incubação das células com esta concentração 
de composto na ausência de inibidores de efluxo. A concentração de inibidor utilizada em 
cada ensaio corresponde a metade, ou menos, do valor da sua CMI, de forma a não 
comprometer a viabilidade celular.  
Nas Figuras 15 e 16 estão representados os gráficos dos ensaios de acumulação 
de brometo de etídio na presença de inibidores de efluxo para as estirpes M. smegmatis 
mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2, respectivamente. O controlo realizado com 0,25 
µg/mL de EtBr na ausência de inibidores apresentou fluorescência a nível basal, o que 
permite analisar os restantes resultados, garantindo que eventuais efeitos de acumulação 



















Figura 15 – Gráfico do ensaio de acumulação de EtBr a 0,25 µg/mL da estirpe M. smegmatis mc2155 
na presença de inibidores de efluxo. As concentrações de inibidores de efluxo foram as seguintes: TZ a 
15 µg/mL, VP a 400 µg/mL, CPZ a 30 µg/ mL, FPX a 30 µg/ mL, HAL a 128 µg/mL, NMP a 128 µg/mL 
e CCCP a 16 µg/mL. Foram realizados ensaios em paralelo com e sem glucose, a uma concentração de 





























Msmeg mc2 155 EtBr 0,25µg/mL Msmeg mc2 155 TZ
Msmeg mc2 155 VP Msmeg mc2 155 CPZ
Msmeg mc2 155 FPX Msmeg mc2 155 HAL
Msmeg mc2 155 NMP Msmeg mc2 155 CCCP
Msmeg mc2 155 EtBr 0,25µg/mL + GLU Msmeg mc2 155 TZ + GLU
Msmeg mc2 155 VP + GLU Msmeg mc2 155 CPZ + GLU






















Figura 16 – Gráfico do ensaio de acumulação de EtBr a 0,25 µg/mL da estirpe M. smegmatis mc2155 
pMind:ndh-2 na presença de inibidores de efluxo. As concentrações de inibidores de efluxo foram as 
seguintes: TZ a 15 µg/mL, VP a 400 µg/mL, CPZ a 30 µg/ mL, FPX a 30 µg/ mL, HAL a 128 µg/mL, NMP 
a 128 µg/mL e CCCP a 16 µg/mL. Foram realizados ensaios em paralelo com e sem glucose, a uma 
concentração de 0,4%, para o mesmo inibidor de efluxo. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
 
Como se pode verificar, o verapamil é o composto que apresenta maior efeito 
inibitório do efluxo, comparativamente com os restantes compostos, que não apresentam 
um efeito tão significativo. Na presença deste composto são detectados maiores níveis de 
fluorescência, o que implica maior acumulação de EtBr pelas células, ou seja, menor 
efluxo. Mais uma vez, apesar de forma menos significativa, verificamos que na presença 
de glucose as células apresentam menor fluorescência, mesmo na presença de inibidores 
de efluxo. Não são registadas diferenças significativas entre as duas estirpes.  
 
3.3.3 Ensaios de efluxo 
 
Os ensaios de efluxo das estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis 
pMind:ndh-2 permitem avaliar a capacidade de efluxo das células em diferentes 
condições, incluindo a presença de diversos inibidores de efluxo. Neste caso, foram 
testados três compostos conhecidos como inibidores de efluxo, nomeadamente verapamil, 
tioridazina e clorpromazina, por comparação com o ensaio controlo, que corresponde às 
células sem inibidor (com e sem glucose).  
Nas Figuras 17 e 18 estão representados os gráficos dos ensaios de efluxo para as 





























Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,25µg/ml Msmeg pMind:ndh-2 TZ
Msmeg pMind:ndh-2 VP Msmeg pMind:ndh-2 CPZ
Msmeg pMind:ndh-2 FPX Msmeg pMind:ndh-2 HAL
Msmeg pMind:ndh-2 NMP Msmeg pMind:ndh-2 CCCP
Msmeg pMind:ndh-2 EtBr 0,25µg/ml + GLU Msmeg pMind:ndh-2 TZ + GLU
Msmeg pMind:ndh-2 VP + GLU Msmeg pMind:ndh-2 CPZ + GLU
Msmeg pMind:ndh-2 FPX + GLU Msmeg pMind:ndh-2 HAL + GLU




gráficos encontram-se normalizados para as condições de ausência de efluxo (células em 




















Figura 17 – Gráfico do ensaio de efluxo da estirpe M. smegmatis mc2155. As concentrações de inibidores 
de efluxo foram as seguintes: TZ a 15 µg/mL, VP a 400 µg/mL, CPZ a 30 µg/ mL. Foram realizados ensaios 
em paralelo com e sem glucose, a uma concentração de 0,4% para o mesmo inibidor de efluxo e controlo. 














Figura 18 – Gráfico do ensaio de efluxo da estirpe M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2. As 
concentrações de inibidores de efluxo foram as seguintes: TZ a 15 µg/mL, VP a 400 µg/mL, CPZ a 30 µg/ 
mL. Foram realizados ensaios em paralelo com e sem glucose, a uma concentração de 0,4% para o mesmo 
inibidor de efluxo e controlo. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
 
Comparando os ensaios de efluxo das duas estirpes, é possível observar maior 
actividade de efluxo para a estirpe M. smegmatis mc2155, actividade esta que é 























Msmeg mc2 155 PBS Msmeg mc2 155 PBS + GLU
Msmeg mc2 155 VP + GLU Msmeg mc2 155 TZ
Msmeg mc2 155 TZ + GLU Msmeg mc2 155 CPZ























Msmeg pMind:ndh-2 PBS Msmeg pMind:ndh-2 PBS + GLU
Msmeg pMind:ndh-2 VP + GLU Msmeg pMind:ndh-2 TZ
Msmeg pMind:ndh-2 TZ + GLU Msmeg pMind:ndh-2 CPZ




glucose potencia a actividade de efluxo de uma forma mais visível. Para ambas as 
estirpes, verifica-se a eficácia dos inibidores (tioridazina, clorpromazina e verapamil) por 
comparação com o ensaio sem inibidor. No caso particular do verapamil, que foi usado 
para o controlo de ausência de efluxo, por ser aquele que apresenta maior capacidade 
inibitória, a adição de glucose praticamente não tem efeito no caso da estirpe 
transformada (Figura 18), enquanto se verifica um efeito, embora reduzido, na estirpe 
original (Figura 17). 
 
 
3.4 Determinação da actividade da proteína NDH-2 de M. tuberculosis em 
suspensões membranares  
 
3.4.1 Purificação da proteína NDH-2 
 
Nos sedimentos obtidos após a primeira ultracentrifugação (Figura 7) observou-
se uma coloração amarela reveladora da presença do cofactor FAD da enzima NDH-2 
(Figura 19). A coloração mais intensa existente no sedimento da estirpe transformada 







Figura 19 – Sedimentos obtidos após a 1ª ultracentrifugação. A: Sedimento da estirpe M. smegmatis 
mc2155; B: Sedimento da estirpe M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2. 
 
As várias amostras recolhidas ao longo dos passos de purificação foram avaliadas 



















Figura 20 – Electroforese SDS-PAGE das alíquotas recolhidas ao longo de vários passos de 
purificação. M: NZYColour Protein Marker II, Nzytech; A: Suspensão de células sonicadas; B: 
Sobrenadante (centrifugação); C: Sedimento (centrifugação); D: Sobrenadante (1ª ultracentrifugação); E: 
Sedimento (1ª ultracentrifugação); F: Suspensão do sobrenadante com detergentes; G: Sobrenadante (3ª 
ultracentrifugação); H: Sedimento (3ª ultracentrifugação). 
 
Na Figura 20 pode verificar-se, em ambas as estirpes, a presença de proteínas com 
massa molecular cerca de 50 kDa. Uma vez que os géis não foram normalizados, não é 
possível inferir acerca da ocorrência de sobre-expressão da proteína NDH-2 na estirpe 
transformada comparativamente à original. Nos últimos poços, as amostras aplicadas 
correspondem ao passo de adição de detergentes (extracção da proteína NDH-2), e 
verifica-se que as bandas são muito ténues, provavelmente devido a um elevado factor de 
diluição. Apesar da proteína NDH-2 ter sido expressa com uma cauda de histidinas de 
modo a facilitar o seu processo de purificação por cromatografia de afinidade, a análise 
das várias fracções obtidas não revelou quantidade apreciável de proteínas. Estes 
resultados podem dever-se à baixa concentração da proteína NDH-2 presente nas 
amostras, uma vez que o volume de cultura inicial utilizado nestes ensaios foi de 50 mL. 
No decurso deste trabalho foram efectuadas outras tentativas de purificação desta 
proteína, não tendo sido possível isolá-la até ao momento. De modo a permitir avançar 
com os estudos, foram efectuados ensaios em paralelo utilizando as suspensões 
membranares obtidas na 2ª ultracentrifugação. Estes resultados são apresentados nas 





M. smegmatis mc2155 M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 








3.4.2 Quantificação de proteína total nas suspensões membranares de M. 
smegmatis 
 
A concentração de proteína total presente nas suspensões membranares das 
estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 (Tabela 10) foi determinada 
a partir da curva de calibração apresentada na Figura 21. 
 
Tabela 10 – Concentração de proteína total obtida para as suspensões membranares (15 mL) das 






1ª 2ª Média Corrigida 
M. smegmatis mc2155 0,473 0,491 0,482 0,366 298 
M. smegmatis mc2155 
pMind:ndh-2 




Figura 21 – Curva de calibração utilizada no doseamento da proteína total das suspensões 
membranares das estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2. 
 
A diferença nos valores de concentração de proteína total entre as duas estirpes 

































3.4.3 Comparação da actividade enzimática da proteína NDH-2 em 
suspensões membranares de M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis 
pMind:ndh-2 
 
A variação da absorvância a 340 nm com o tempo após a adição de NADH, 
referente aos ensaios de actividade enzimática efectuados com suspensões membranares 
das estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-2 e ao ensaio controlo, 
encontra-se representada na Figura 22.  
 
 
Figura 22 – Curvas normalizadas da variação da absorvância a 340 nm ao longo do tempo para o 
ensaio controlo (sem membranas) e para as suspensões membranares das estirpes M. smegmatis 
mc2155 e M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2. As curvas apresentadas correspondem à média de três 
ensaios realizados, reprodutíveis entre si. Os valores correspondentes à actividade enzimática da NDH-2 
nas suspensões membranares encontram-se indicados à direita. 
 
A oxidação de NADH na ausência de membranas (ensaio controlo – Figura 22) é 
pouco significativa comparativamente ao seu consumo na presença de membranas. Nos 
ensaios efectuados na presença de membranas verifica-se que a actividade enzimática da 
proteína NDH-2 na estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 (1,8 x 10-1 μmol min−1mg−1) é 
2,25 vezes superior à da estirpe M. smegmatis mc2155 (8,0 x 10-2 μmol min−1mg−1). Esta 
observação confirma uma maior sobre-expressão da proteína NDH-2 como sugerido 
anteriormente pela coloração amarela mais intensa e a maior quantidade de proteína total 
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3.4.4 Estudo do efeito dos inibidores de efluxo na actividade enzimática da 
proteína NDH-2 em suspensões membranares de M. smegmatis 
pMind:ndh-2 
 
A Figura 23 ilustra a variação de absorvância a 340 nm ao longo do tempo em 
suspensões membranares de M. smegmatis pMind:ndh-2 obtida na presença dos 
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Figura 23 – Curvas normalizadas da variação da absorvância a 340 nm ao longo do tempo obtidas 
para a suspensão membranar da estirpe M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 na presença de 
diferentes concentrações de inibidores de efluxo. A: TZ (CMI: 30 µg/mL); B: CPZ (CMI: 60 µg/mL); 
C: VP (CMI: 800 µg/mL); D: FPX (CMI: 60 µg/mL); E: HAL (CMI: 256 µg/mL). IE: inibidor de efluxo; 


















































































































As actividades específicas de NDH-2 determinadas a partir dos registos de 
variação de absorvância indicados na Figura 23 encontram-se resumidos na Tabela 11. 
 
Tabela 11 – Actividades específicas da proteína NDH-2 para as suspensões membranares da estirpe 
M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2. 
 
Razão de CMI 
Actividade específica (μmol min−1mg−1) 
TZ CPZ VP FPX HAL 
0 0,205 0,205 0,205 0,205 0,205 
1/8 0,182 0,203 0,208 0,111 0,118 
1/4 0,193 0,193 0,197 0,142 0,115 
1/2 0,187 0,214 0,190 0,120 0,118 
1 0,197 0,209 0,116 0,088 0,136 
3/2 - 0,126 - - - 
2 0,081 - 0,070 0,026 0,095 
3 0,042 - - - - 
CMI: concentração mínima inibitória; TZ: tioridazina (CMI: 30 µg/mL = 74 µM); CPZ: clorpromazina 
(CMI: 60 µg/mL = 169 µM); VP: verapamil (CMI 800 µg/mL = 1629 µM); FPX: flupentixol (CMI: 60 
µg/mL = 118 µM); HAL: haloperidol (CMI: 256 µg/mL = 681 µM). 
 
Como se pode verificar, o flupentixol foi o composto mais eficaz na inibição da 
actividade da enzima NDH-2, tanto para valores de concentração correspondentes ao seu 
valor de CMI para a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2, como para concentrações duas 
vezes superior à CMI. Depois do flupentixol, o verapamil e o haloperidol são os 

















4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
A tuberculose continua a causar um elevado número de mortes em todo o mundo, 
apesar dos inúmeros esforços e aplicação de planos de controlo desta infecção [131]. Este 
problema é agravado pelo aparecimento e disseminação de estirpes de M. tuberculosis 
multi- e extensivamente resistentes, que limitam em muito a eficácia de uma terapia já 
em si difícil de implementar, sendo por isso necessárias novas opções terapêuticas.  
A cadeia respiratória de M. tuberculosis tem sido considerada um possível alvo 
para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da tuberculose [132], em 
particular dada a sua importância tanto para os bacilos em replicação activa, como para 
aqueles em estado de latência [78]. Neste sentido, a proteína NDH-2 da cadeia respiratória 
de M. tuberculosis tem sido descrita em diversos estudos como alvo potencial para novos 
fármacos [125, 127, 132]. Trata-se de uma proteína essencial em M. tuberculosis, uma 
vez que qualquer alteração desta proteína torna a célula inviável [86]. Por esta razão, e 
por não possuir homólogos na mitocôndria humana, compostos que inibam a sua 
actividade têm sido considerados como possíveis fármacos a serem integrados no 
tratamento da tuberculose [83]. 
 
Neste trabalho usou-se a estirpe M. smegmatis mc2155 como modelo para o estudo 
da proteína NDH-2 de M. tuberculosis. Esta estirpe é frequentemente usada em trabalhos 
de biologia molecular de micobactérias, uma vez que apresenta diversas vantagens em 
relação a outras micobactérias particularmente em relação a M. tuberculosis. Trata-se de 
uma bactéria de crescimento rápido, não patogénica e que apresenta elevada eficiência 
em processos de transformação [68, 72, 96]. Usando M. smegmatis como modelo, foi-nos 
possível estudar e optimizar diferentes parâmetros experimentais em condições de 
biossegurança de nível 2, facilitando deste modo a execução de todo o procedimento 
experimental com obtenção de resultados num menor espaço de tempo. Adicionalmente, 
a utilização de M. smegmatis mc2155 como hospedeiro para a expressão da proteína 
NDH-2 permite obtê-la em condições mais próximas das do seu organismo de origem, 
face a outras opções, nomeadamente a utilização de E. coli.  
O plasmídeo pMind foi usado neste trabalho para a produção da proteína NDH-2. 




genes clonados pela indução por tetraciclina [17]. Este plasmídeo contém ainda um gene 
de resistência à canamicina, usado como marcador de selecção. Uma vez seleccionado o 
vector de clonagem e as células hospedeiras para a sobre-expressão da proteína NDH-2 
de M. tuberculosis, verificou-se ser necessário optimizar a concentração de tetraciclina 
para se obterem bons níveis de sobre-expressão. Inicialmente usou-se 20 ng/mL de 
tetraciclina, como descrito por Blokpoel et al. [17], não tendo sido detectada sobre-
expressão de NDH-2. Testaram-se de seguida concentrações superiores, nomeadamente 
50, 75, 100 e 250 ng/mL, verificando-se a maior expressão para valores iguais ou 
superiores a 75 ng/mL de tetraciclina.  
Uma vez optimizado o sistema de expressão da proteína NDH-2 em M. smegmatis, 
pretendeu-se verificar se a sobre-expressão desta proteína teria algum efeito no fenótipo 
da estirpe, nomeadamente na susceptibilidade aos antibacilares usados no tratamento da 
tuberculose, bem como na actividade de efluxo.  
 
- Avaliação da susceptibilidade aos antibacilares das estirpes M. smegmatis mc2155 
e M. smegmatis pMind:ndh-2 e efeito de inibidores de efluxo 
 
Neste trabalho foram testados os antibacilares isoniazida, rifampicina e etambutol, 
e ainda outros antibióticos, nomeadamente: a capreomicina, que inibe a síntese proteica 
ao nível de ambas as subunidades ribossomais [2]; a ofloxacina, que inibe a síntese DNA 
[10]; a canamicina, gentamicina e a amicacina, que inibem a síntese proteica ao nível da 
subunidade 30S ribossomal [2, 41], tal como a tetraciclina [79]; e por fim a claritromicina 
e a eritromicina, que inibem a síntese proteica ao nível da subunidade 50S ribossomal 
[91].  
Os resultados de CMIs dos vários antibióticos e inibidores de efluxo testados não 
mostram diferenças significativas entre as duas estirpes, M. smegmatis mc2155 e M. 
smegmatis pMind:ndh-2. Como esperado, os valores de CMI para a canamicina e 
amicacina foram superiores na estirpe transformada, devido à presença do plasmídeo 
pMind, que contém o gene de resistência à canamicina (gene kanr). Este determinante 
codifica para a enzima AAC(3)-V, capaz de inactivar a canamicina e amicacina [39, 41], 
mas não a gentamicina [40, 90], o que está de acordo com os resultados obtidos para a 




foram na ordem de um factor de diluição. A ausência de diferenças na susceptibilidade 
aos antibióticos entre as duas estirpes era de algum modo esperada, uma vez que, apesar 
da proteína NDH-2 estar sobre-expressa na estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2, à partida 
não se esperariam diferenças muito significativas nos níveis de resistência a estes 
compostos. Por outro lado, poder-se-ia ter observado diferença entre as duas estirpes para 
os compostos inibidores de efluxo que actuam ao nível energético da célula, como é o 
caso do ortovanadato de sódio, NMP e CCCP, o que não se verificou.  
 
Na determinação de CMIs dos antibióticos na presença de inibidores de efluxo, 
verificou-se que, para as duas estirpes, as reduções mais significativas registaram-se para 
os compostos da classe dos macrólidos (claritromicina e eritromicina) na presença dos 
inibidores haloperidol e flupentixol. Trabalhos anteriores apontam o efluxo como um dos 
mecanismos de resistência aos macrólidos em M. smegmatis, em que tanto para a 
claritromicina como para a eritromicina se observaram reduções de 8 vezes a CMI com a 
tioridazina e a clorpromazina e 4 vezes com o verapamil [81], tal como se observou no 
presente trabalho (Tabela 9). Por outro lado, o efeito dos inibidores haloperidol e 
flupentixol na resistência a estes antibióticos ainda não tinha sido descrito para 
micobactérias. Contudo, verificou-se que estes apresentam um efeito tanto ou mais 
significativo que os compostos referidos anteriormente, tanto para a estirpe original, 
como para a transformada, o que indica que ambos poderão interferir com o efluxo destes 
antibióticos. 
Relativamente à tetraciclina, também apresenta reduções significativas nos 
valores de CMI na presença dos inibidores, principalmente no caso da estirpe M. 
smegmatis pMind:ndh-2. Nesta estirpe foi registado efeito inibitório significativo com 
todos os inibidores testados (Tabela 9). Embora se conheça uma bomba de efluxo de M. 
smegmatis, Tet(V), pertencente à família MFS, que tem como substrato específico a 
tetraciclina [31], até agora ainda não tinha sido estudado o efeito dos inibidores de efluxo 
na resistência à tetraciclina em micobactérias. Assim, os nossos resultados mostram que 
a tetraciclina é um substrato dos sistemas de efluxo em M. smegmatis, tendo o efeito dos 
inibidores sido mais visível para a estirpe transformada. 
Em relação aos resultados para o brometo de etídio, observam-se reduções nos 




presença dos inibidores haloperidol e verapamil, principalmente para a estirpe M. 
smegmatis pMind:ndh-2. O brometo de etídio é um substrato da maioria das bombas de 
efluxo bacterianas. Em M. smegmatis, a sua extrusão tem sido principalmente associada 
à bomba de efluxo LfrA [81]. A nível do efeito dos inibidores no efluxo de EtBr, este 
apenas tinha sido estudado por ensaios de fluorometria em tempo real, que indicavam o 
verapamil como o composto mais eficaz [81]. O efeito do haloperidol no efluxo de EtBr 
em ensaios de CMI e fluorometria em tempo real em M. smegmatis ainda não tinha sido 
avaliado até à realização do trabalho que deu origem a esta Dissertação.  
Para além do brometo de etídio, as fluoroquinolonas são igualmente substratos da 
bomba de efluxo LfrA. Assim, esperava-se que o valor de CMI da ofloxacina diminuisse 
na presença de inibidores de efluxo, o que não se verificou (para as duas estirpes). Isto 
pode dever-se ao facto de nos estudos publicados que referem este efeito ter sido testada 
a ciprofloxacina [82], enquanto que neste trabalho se testou a ofloxacina. Sendo, dentro 
da classe das fluoroquinolonas, um fármaco mais recente, com uma estrutura química 
diferente [9, 18], a ofloxacina poderá estar menos sujeita ao efluxo, tal como já descrito 
para outras bactérias, nomeadamente Staphylococcus aureus [74]. 
Em relação à isoniazida, rifampicina e etambutol, estes compostos estão descritos 
como substratos da bomba de efluxo PstB de M. smegmatis, que pertence à família ABC 
[15]. Contudo, pelos nossos resultados, apenas a rifampicina foi afectada pelos compostos 
testados, principalmente para a estirpe M. smegmatis mc2155, sendo o haloperidol o 
composto com maior efeito inibitório, o que ainda não tinha sido descrito. No trabalho 
realizado por Rodrigues et al., foi avaliado o efeito dos inibidores de efluxo tioridazina, 
clorpromazina e verapamil na susceptibilidade à rifampicina, tendo-se verificado 
reduções significativas (4 vezes) com a tioridazina e o verapamil [82]. No nosso trabalho, 
para os mesmos inibidores de efluxo foram observadas reduções da mesma ordem para a 
estirpe M. smegmatis mc2155, enquanto para a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 não se 
obteve efeito inibitório significativo.  
Como referido, não se observou uma acção significativa dos inibidores de efluxo 
testados ao nível da resistência à isoniazida, para as duas estirpes. A enzima NDH-2 oxida 
o NADH, o que permite a formação do aducto entre a isoniazida activada pela enzima 
KatG (pró-fármaco) e o NAD+, que se irá ligar e inibir a enzima InhA (responsável pela 




resulta na morte dos bacilos. Verificou-se que mutações no gene que codifica a proteína 
NDH-2 podem também resultar em resistência à isoniazida. Nesses casos, a redução da 
actividade da proteína NDH-2 conduz a uma diminuição da actividade de oxidação de 
NADH, o que origina um aumento do balanço intracelular de NADH/NAD+. A 
diminuição da concentração intracelular de NAD+ e consequente redução da quantidade 
do aducto isoniazida-NAD+ resulta num menor efeito do fármaco na síntese dos ácidos 
micólicos [24, 132]. Dado que a enzima NDH-2 poderá potenciar a acção da isoniazida 
pela oxidação de NADH [60], poder-se-ia esperar observar uma maior susceptibilidade 
da estirpe transformada a este fármaco. No entanto, tal não foi observado (Tabela 9).  
Relativamente ao etambutol, os efeitos verificados com os inibidores e entre as 
duas estirpes são praticamente inexistentes (Tabela 9). 
Em relação ao trabalho desenvolvido por Rodrigues et al. [82], os valores de CMI 
determinados para a estirpe M. smegmatis mc2155 diferem dos obtidos neste trabalho. Os 
compostos comuns aos dois trabalhos são a claritromicina, a eritromicina, a amicacina, o 
etambutol, a rifampicina, o verapamil, a tioridazina, a clorpromazina e o brometo de 
etídio. Em relação aos antibióticos, os valores mais discrepantes correspondem às CMIs 
da eritromicina e rifampicina. No presente estudo, o valor de CMI para a eritromicina foi 
de 256 µg/mL, enquanto no estudo anterior se obteve uma CMI de 32 µg/mL. No caso da 
rifampicina, neste trabalho a CMI foi de 64 µg/mL, enquanto no estudo anterior foi de 4 
µg/mL. Contudo, em ambos os estudos houve efeito inibitório dos inibidores de efluxo 
nos antibióticos com igual proporção de inibição, excepto para o etambutol, em que não 
detectámos efeito inibitório com nenhum dos compostos inibidores. Relativamente à CMI 
dos inibidores de efluxo, no nosso trabalho, para a tioridazina, clorpromazina e verapamil 
obtiveram-se valores de 30 µg/mL, 60 µg/mL e 800 µg/mL, respectivamente; enquanto 
no trabalho anterior os valores de CMI foram de 12,5 µg/mL, 25 µg/mL e 200 µg/mL, 
respectivamente. Além disso, para o brometo de etídio o valor de CMI neste trabalho foi 
12 µg/mL e no trabalho anteriormente publicado foi de 6,25 µg/mL. Estas diferenças 
poderão ser devidas ao facto da técnica utilizada para a determinação de CMIs, o método 
de microdiluição em placa, ser uma técnica pouco precisa, com uma leitura dos resultados 
subjectiva, que é dependente tanto do operador como da preparação do inóculo. Este 
último aspecto é particularmente decisivo nos resultados obtidos, podendo uma pequena 




para tornar a técnica mais objectiva seria usar um corante para avaliação de viabilidade 
celular, por exemplo o MTT (do inglês “tetrazolium salt thiazolyl blue”) [102], ou fazer 
uma leitura espectrofotométrica do crescimento bacteriano nos poços da microplaca [49].  
A determinação de CMIs na ausência ou presença de inibidores de efluxo 
permitiu-nos avaliar o efeito destes compostos no efluxo de antibióticos e brometo de 
etídio a longo prazo. De seguida, avaliou-se o efeito destes mesmos compostos no efluxo 
de brometo de etídio a curto prazo, utilizando fluorometria em tempo real.  
 
- Avaliação da actividade de efluxo em tempo real das estirpes M. smegmatis mc2155 
e M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 e efeito de inibidores de efluxo 
 
De modo a avaliar a capacidade de efluxo de ambas as estirpes e a acção dos 
compostos inibidores nesta actividade, realizaram-se ensaios fluorometria em tempo real 
usando brometo de etídio, um substrato da maioria das bombas de efluxo [120].  
Inicialmente, foram realizados ensaios de acumulação de brometo de etídio a 
diferentes concentrações, na presença e ausência de glucose (Figuras 13 e 14). Estes 
ensaios permitiram-nos determinar qual a concentração mínima ou basal de brometo de 
etídio para a qual não existe acumulação, isto é, a concentração que permite um equilíbrio 
entre a entrada de EtBr por difusão passiva (influxo) e a sua expulsão por efluxo [117, 
118]. A concentração basal de EtBr determinada para as duas estirpes foi a mesma (0,25 
µg/mL), o que indica que ambas possuem a mesma capacidade de extrusão do composto. 
O valor de CMI do brometo de etídio para as duas estirpes é igual, o que é concordante 
com os resultados obtidos nos ensaios de acumulação de EtBr. Na presença de glucose, 
verificou-se uma diminuição da acumulação deste substrato, sendo esta diferença 
ligeiramente superior na estirpe transformada. De forma a confirmar se esta diferença não 
se poderia dever à presença do plasmídeo pMind, o plasmídeo pMind sem o gene ndh-2, 
foi introduzido por electroporação em M. smegmatis mc2155. As curvas de acumulação 
de brometo de etídio desta estirpe são equivalentes às da estirpe original (dados não 
apresentados), o que confirma que o efeito observado na estirpe transformada não se deve 
à presença do plasmídeo, devendo resultar da sobre-expressão de NDH-2. 
Nos ensaios de acumulação efectuados na presença de inibidores, verificou-se que 




demonstrado em estudos anteriores para a estirpe M. smegmatis mc2155 [81], o que indica 
que é o composto mais eficaz a inibir o efluxo deste substrato num curto período de 
tempo. Na presença de glucose, verificou-se uma menor acumulação de EtBr na presença 
dos inibidores, embora se trate de um efeito mínimo. 
Uma vez que o verapamil foi o composto mais eficaz nos ensaios de acumulação, 
foi este o composto seleccionado para acumular o EtBr no interior das células para a 
realização dos ensaios de efluxo. Os resultados obtidos permitiram confirmar que o 
verapamil é um composto bastante eficaz no bloqueio do efluxo de EtBr. Verificou-se 
que a tioridazina e a clorpromazina têm também um efeito inibitório no efluxo de EtBr 
para as duas estirpes (Figuras 17 e 18), sendo estes resultados concordantes com os 
obtidos anteriormente para a estirpe M. smegmatis mc2155 [82].  
Em termos de comparação entre as duas estirpes, na maioria dos ensaios 
realizados observou-se que a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 apresenta menor 
actividade de efluxo, relativamente à estirpe original. No entanto, verifica-se um maior 
efeito da glucose na actividade de efluxo da estirpe transformada (Figura 18), o que 
poderá ser explicado pela sobre-expressão da proteína NDH-2. 
 
Tanto os ensaios de acumulação como de efluxo na ausência de inibidores 
evidenciam que a estirpe transformada possui menor capacidade de efluxar EtBr (Figuras 
13, 14, 17 e 18). No entanto, quando se fornece energia sob a forma de glucose, estas 
células apresentam uma maior diferença na actividade de efluxo. A glucose está descrita 
como uma fonte energética que pode influenciar o funcionamento dos sistemas de efluxo 
[29]. A oxidação desta fonte de carbono em condições aeróbias pelas células, via glicólise 
e ciclo do ácido cítrico, conduz à produção de NADH. Na estirpe M. smegmatis 
pMind:ndh-2, a presença de um maior número de moléculas de NDH-2 aumenta a 
capacidade de oxidação do NADH ao nível da cadeia transportadora de electrões, o que 
permite que as células possam manter os níveis de energização da membrana elevados e, 
deste modo, disponibilizar a energia necessária ao funcionamento dos sistemas de efluxo. 
Embora à partida se pudesse esperar que o mesmo se aplicasse à actividade de 
efluxo da estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 nas outras condições testadas (ausência de 
glucose), isso não se verificou na maior parte dos casos, embora se tenha verificado 




conjunto com a experiência do grupo, onde foram realizados estes ensaios, no 
estabelecimento de protocolos de avaliação de actividade de efluxo em tempo real para 
diferentes bactérias, sugerem que se poderá estar perante um caso de um efluxo 
demasiado rápido, que não é detectado nestes ensaios, nas condições experimentais 
utilizadas. Deste modo, a actividade observada para esta estirpe corresponderia a uma 
actividade de efluxo residual. Embora não tenha sido possível confirmar esta hipótese, o 
que exigiria a repetição destes ensaios em condições que reduzissem a velocidade de 
efluxo, nomeadamente a utilização de temperaturas mais baixas, na experiência do nosso 
grupo, esta pode ser uma hipótese plausível para explicar os resultados observados.  
Uma outra possível interpretação para estes resultados, que também tem em conta 
os resultados obtidos na determinação das CMIs para diferentes compostos, é que nos 
dois tipos de ensaio utilizaram-se culturas a meio da fase logarítmica de crescimento 
(DO600 de 0,8). Este facto, e em particular no caso da estirpe transformada em que a 
indução da expressão da proteína NDH-2 só ocorre quando a DO600 atingiu um valor de 
0,5, poderá não ser suficiente para obter níveis de sobre-expressão de NDH-2 
suficientemente altos para se refletirem em alterações dos fenótipos em análise.  
 
Comparando os resultados dos ensaios de efluxo com os valores de CMI do 
brometo de etídio na presença dos inibidores, verificamos que, de um modo geral, os 
compostos com maior efeito nesta actividade são o verapamil, o flupentixol e o 
haloperidol para as duas estirpes. No entanto, o verapamil apresenta um efeito mais 
notório tanto num curto período de tempo (ensaios de acumulação/efluxo) como em 
períodos mais longos, que já envolvem crescimento e multiplicação celular (determinação 
de CMIs), enquanto o flupentixol e do haloperidol apresentam maior efeito a longo prazo 
(CMIs), o que poderá ser importante para no futuro tentar compreender melhor o efeito 









- Actividade enzimática das suspensões membranares das estirpes M. smegmatis 
mc2155 e M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2  
 
Embora o principal objectivo desta Dissertação se prenda com uma melhor 
compreensão do papel funcional da proteína NDH-2 de M. tuberculosis a nível do seu 
envolvimento na resistência aos antibacilares, em particular aquela mediada pelos sistema 
de efluxo, no futuro pretende-se caracterizar esta proteína a um nível mais detalhado, 
sendo para isso necessário a sua purificação. Por essa razão, durante este trabalho foram 
efectuados os primeiros passos no sentido de estabelecer um protocolo de purificação 
desta proteína, o qual requer ainda optimização, devendo ser objecto de trabalhos futuros.  
Neste trabalho foi determinada a actividade enzimática da proteína NDH-2 em 
suspensões membranares das estirpes M. smegmatis mc2155 e M. smegmatis pMind:ndh-
2. Esta abordagem permitiu-nos monitorizar a actividade da proteína no seu ambiente 
membranar, o que excluiu a ocorrência de possíveis alterações funcionais resultantes dos 
processos de isolamento a partir da membrana celular. Os valores de actividade 
enzimática determinados para a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 foram 2,25 vezes 
superiores aos da estirpe M. smegmatis mc2155 (Figura 22). A actividade enzimática 
detectada para a estirpe M. smegmatis mc2155 é devida à NADH-desidrogenase do tipo 
II de M. smegmatis, que apresenta uma elevada homologia com a NDH-2 de M. 
tuberculosis, com a qual partilha 81% de semelhança na sequência de aminoácidos [60]. 
A maior actividade observada para a estirpe M. smegmatis pMind:ndh-2 confirma assim 
que a proteína NDH-2 de M. tuberculosis se encontra activa e funcional nestas suspensões 
membranares.  
Esta análise foi complementada com a monitorização da actividade enzimática da 
proteína NDH-2 de M. tuberculosis na presença dos compostos com os quais se observou 
maior efeito na diminuição do valor das CMI de antibióticos e/ou maior inibição na 
actividade de efluxo; tioridazina, verapamil, clorpromazina, flupentixol e haloperidol. Na 
Tabela 12 apresenta-se um resumo do efeito de cada um destes compostos, a diferentes 







Tabela 12 – Percentagem de actividade específica da proteína NDH-2 em suspensões membranares 
de M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 na presença de inibidores de efluxo. 
 
Razão de CMI  
Actividade específica (%)1 
TZ CPZ VP FPX HAL 
0 100 100 100 100 100 
1/8 89 99 102 54 58 
1/4 94 94 96 70 56 
1/2 92 104 93 58 58 
1 96 102 57 43 66 
3/2 - 62 - - - 
2 40 - 34 13 46 
3 21 - - - - 
(1) Considerando como 100% a actividade específica determinada nos ensaios efectuados na ausência de 
inibidor. CMI de TZ (tioridazina): 74 µM; CPZ (clorpromazina): 169 µM; VP (verapamil): 1629 µM; FPX 
(flupentixol): 118 µM; HAL (haloperidol): 681 µM. 
 
De entre os vários compostos testados, verifica-se que o maior efeito na 
diminuição da actividade enzimática da proteína NDH-2 em suspensões membranares de 
M. smegmatis pMind:ndh-2 é observado para o flupentixol, o haloperidol e o verapamil, 
os quais apresentaram também maior efeito na dimuição da actividade de efluxo destas 
células. De entre estes três compostos, o flupentixol apresenta o maior efeito para valores 
de concentração correspondentes ao valor da CMI e superiores, seguido do verapamil e 
do haloperidol. Em relação às duas fenotiazinas testadas (tioridazina e clorpromazina) 
não se regista uma diminuição significativa da actividade da proteína NDH-2 para valores 
correspondentes à sua CMI, sendo apenas detectados efeitos para concentrações 
superiores.  
Contudo, a análise destes mesmo efeitos tendo em conta a molaridade dos 
compostos envolvidos indica que o flupentixol e a tioridazina são aqueles que apresentam 
maior efeito na diminuição da actividade da proteína NDH-2 a concentrações mais baixas, 
seguindo-se o haloperidol, enquanto para o verapamil são necessárias concentrações 




























Figura 24 – Variação da percentagem de actividade específica da proteína NDH-2 em suspensões 
membranares de M. smegmatis mc2155 pMind:ndh-2 com a concentração (em µM) dos inibidores de 
efluxo tioridazina (TZ), clorpromazina (CPZ); verapamil (VP); flupentixol (FPX) e haloperidol 
(HAL). Considerou-se como 100% a actividade específica determinada nos ensaios efectuados na ausência 
de inibidor. O gráfico interior representa uma expansão até à concentração de 300 µM. 
 
Em relação às duas fenotiazinas testadas, quando usadas a cerca de 200 µM, a 
clorpromazina inibiu aproximadamente 38% da actividade da enzima NDH-2, enquanto 
na presença de tioridazina ocorreu cerca de 79% de inibição da actividade desta enzima. 
Os resultados obtidos são concordantes com estudos já realizados, que demonstram o 
efeito inibitório das fenotiazinas na actividade enzimática de NDH-2. No estudo realizado 
por Yano et al., verificou-se que compostos da classe fenotiazinas, nomeadamente a 
triflupromazina, são capazes de inibir significativamente a actividade da enzima NDH-2 
[132]. Em relação ao estudo realizado por Warman et al., verificou-se que a tioridazina 
apresenta efeito inibitório na actividade da enzima NDH-2, seguida da clorpromazina 




































Com base em trabalhos anteriores [123], o verapamil é um dos compostos que 
apresenta maior efeito inibitório em micobactérias. Apesar de não pertencer à classe das 
fenotiazinas, tem um modo de acção semelhante em micobactérias por inibição dos canais 
de cálcio e interferência no efluxo [81]. No nosso trabalho, o verapamil foi capaz de inibir 
cerca de 66% da actividade da enzima NDH-2, mas apenas quando testado a cerca de 
3250 µM.  
Relativamente ao flupentixol, este composto difere das fenotiazinas no anel 
central, com um átomo de carbono no lugar do átomo de nitrogénio [123]. Esta alteração 
permite uma potenciação do composto, e neste trabalho verificámos que a sua eficácia ao 
nível de inibição da enzima NDH-2 é superior ao das fenotiazinas. De facto, a uma 
concentração de 237 µM, o flupentixol inibiu cerca de 87% da actividade da enzima, 
enquanto para uma concentração equivalente (221 µM) a tioridazina inibiu cerca de 79% 
da actividade desta enzima. Estes resultados são diferentes dos descritos por Warman et 
al., que descreveram que o flupentixol apresentava um efeito inferior ao da tioridazina na 
inibição da actividade enzimática [125], o que não se verificou nos nossos ensaios. 
Apesar do efeito inibitório do verapamil nos ensaios fenotípicos ser aparentemente 
superior ao do flupentixol, as concentrações utilizadas são bastante diferentes, sendo a 
concentração de verapamil (3250 µM) 14 vezes superior à de flupentixol (237 µM).  
O haloperidol é um composto com efeito farmacológico idêntico ao das 
fenotiazinas, descrito como inibidor de efluxo em M. smegmatis e M. tuberculosis [77]. 
Os resultados indicam que o haloperidol possui também um efeito inibitório considerável 
na actividade enzimática de NDH-2 (cerca de 54%), embora para molaridades superiores 
às de flupentixol ou tioridazina (1362 µM). O efeito inibitório da actividade enzimática 
de NDH-2 pelo haloperidol ainda não tinha sido avaliado até à realização deste trabalho. 
Assim, os nossos resultados evidenciam que o haloperidol poderá interferir na actividade 
da enzima NDH-2 na cadeia respiratória de M. tuberculosis, o que abre novas perspectivas 
para a sua investigação tendo em vista uma eventual actuação sinérgica com os 
antibacilares.  
Na Tabela 13 apresenta-se um quadro resumo dos resultados obtidos neste 






Tabela 13 – Quadro resumo dos resultados obtidos para as estirpes M. smegmatis mc2155 e M. 
smegmatis pMind:ndh-2 nos diferentes ensaios realizados. 
CMI: concentração mínima inibitória; HAL: haloperidol; FPX: flupentixol; VP: verapamil; EtBr: brometo 
de etídio.  
 
 
- Conclusões finais e perspectivas futuras 
  
Embora o Grupo de Micobactérias do IHMT/UNL tenha já realizado diversos 
trabalhos sobre a actividade de efluxo em micobactérias, nomeadamente em M. 
tuberculosis, M. avium e M. smegmatis [55, 81, 82, 123], o efeito da expressão de uma 
proteína da cadeia respiratória nesta actividade não tinha sido estudado até à data. Os 
resultados obtidos neste trabalho permitiram-nos demonstrar o potencial da proteína 
NDH-2 de M. tuberculosis como possível alvo para o desenvolvimento de novos 
fármacos contra a tuberculose.  
Ao longo deste trabalho utilizaram-se diferentes estratégias e abordagens 
experimentais, que nos permitiram estudar diferentes aspectos do efeito da actividade 
desta enzima e da inibição desta mesma actividade, a nível celular, procurando-se seguir 
uma análise cada vez mais detalhada e específica ao longo do estudo.  
Numa primeira fase, determinaram-se as CMIs para diferentes antibióticos, na 
ausência e presença de compostos descritos como inibidores de efluxo. Os resultados 
Parâmetro avaliado 
Actividade observada 
(comparação entre estirpes) 
CMI 
Antibióticos Sem diferenças significativas 
Inibidores de efluxo Sem diferenças 
Antibióticos na presença 
de inibidores de efluxo 
HAL, FPX e VP mais eficazes nas duas 
estirpes 
Actividade efluxo 
Acumulação de EtBr 
Diminuição na estirpe transformada 
(com glucose) 
Acumulação de EtBr com 
inibidores de efluxo 
VP mais eficaz nas duas estirpes 
Efluxo 
Superior na estirpe original 
(Na estirpe transformada superior na 
presença de glucose) 
Actividade 
enzimática NDH-2 
Sem inibidores de efluxo NDH-2 activa na estirpe transformada 




obtidos permitiram-nos ter uma ideia do comportamento geral das células após uma 
incubação prolongada com estes vários compostos, tendo-se observado que o haloperidol, 
o verapamil e o flupentixol foram os compostos que provocaram reduções mais 
significativas nas CMI de antibióticos que são expelidos por bombas de efluxo, 
nomeadamente a claritromicina, a eritromicina e a tetraciclina, tendo-se também 
verificado importantes efeitos para o brometo de etídio, um substrato geral dos sistemas 
de efluxo. 
A abordagem seguinte, de realização de ensaios de efluxo em tempo real, permitiu 
analisar detalhadamente a resposta celular, em termos de actividade de efluxo, aos vários 
inibidores e condições em estudo. Estes ensaios permitiram-nos observar que o verapamil 
foi o composto mais eficaz na inibição desta actividade e que a presença de glucose tem 
um maior efeito na actividade de efluxo da estirpe transformada. 
Por último, foi analisada a actividade enzimática em suspensões membranares, 
tendo-se verificado que a proteína NDH-2 de M. tuberculosis se encontrava activa e 
funcional, e que a sua actividade é mais afectada na presença de flupentixol, haloperidol 
e verapamil, os três compostos que já tinham apresentado maior efeito nos ensaios 
anteriores. No entanto, a análise destes mesmo efeitos considerando a molaridade dos 
compostos envolvidos, permite-nos ter uma perspectiva adicional da actividade inibitória 
de cada uma destas moléculas. De facto, conjugando esta informação com a dos ensaios 
de actividade enzimática, verificamos que o flupentixol parece ser a molécula que actua 
mais eficazmente na actividade enzimática da NDH-2 de M. tuberculosis, o que abre 
novas perspectivas para estudos futuros da sua utilização como um eventual adjuvante 
terapêutico. Verifica-se também que os outros dois compostos, haloperidol e verapamil, 
têm um efeito significativo como inibidores da actividade enzimática da NDH-2 de M. 
tuberculosis, embora a concentrações bastante mais elevadas, particularmente no caso do 
verapamil. Por último, é de referir a tioridazina, a qual, embora não tenha tido efeitos tão 
óbvios nos ensaios anteriores como os três compostos já mencionados, apresenta um 
efeito inibidor da NDH-2 de M. tuberculosis bastante semelhante ao do flupentixol na 
gama de 200-250 µM, o que poderá também ser explorado no futuro, a nível da actividade 
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